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Resumen  
 
La industria de palma de aceite en Colombia, primera en producción en Latino América y cuarta a 
nivel mundial, genera cerca de 11,6 a 15% de fibra prensada respecto a la carga inicial de los frutos 
procesados, residuo que presenta una estructura compleja compuesta de lignina, hemicelulosa y 
celulosa; haciéndolo susceptible de ser procesado para la obtención de diversos productos 
biotecnológicos de alto valor agregado. En este trabajo se evaluaron los ensayos para la obtención 
de azúcares fermentables a partir de la fibra prensada de palma, realizando un pre-tratamiento 
biológico en combinación con agua caliente. En el primero de ellos se evaluó la fermentación en 
estado sólido del hongo P. ostreatus en medio de cultivo Kirk a la cuarta semana de tratamiento y 
en el segundo pre-tratamiento se evaluó un diseño de superficie de respuesta variando la 
temperatura, tiempo y carga-concentración de sólidos; encontrándose un punto máximo a los 213° 
C, 1.6 min y 3.3 g de sólidos/100 mL de solución, para la producción de azúcares fermentables 
(glucosa más xilosa) obtenidos tanto en la fracción sólida como líquida. Después se evaluó la 
combinación de estos dos pre-tratamientos encontrándose: un porcentaje de sacarificación de 55,4 
gramos de glucosa en la hidrólisis enzimática/100 gramos de glucosa potencial en la fibra pre-
tratada y el parámetro más relevante: el rendimiento global de azúcares fermentables de 37,8 
gramos/100 gramos de materia prima; los resultados hallados ratifican el potencial de este residuo 
para la producción de azúcares aplicando la combinación de los dos pre-tratamientos: biológico 
seguido por agua caliente, los cuales presentan ventajas ambientales y económicas. 
 
 
Palabras clave: fibra prensada de palma, pre-tratamiento biológico, pre-tratamiento agua caliente, 
hidrólisis enzimática, azúcares fermentables.  
 
Abstract  
 
The oil palm industry in Colombia, first in production in Latin America and fourth worldwide, 
generates about 11.6 to 15% of wallboard over the initial load of processed fruits, this residue has a 
complex structure lignin, hemicellulose, cellulose and is liable to be prosecuted for obtaining 
various biotech products with high added value. In this work we assessed the trials for obtaining 
fermentable sugars from palm pressed fiber, making a pre-biological treatment in combination 
with hot water. In the first of which was evaluated in solid state fermentation of the fungus P. 
ostreatus in culture medium Kirk to the fourth week of treatment and the second pre-treatment was 
assessed a response surface design by varying the temperature, time and load-solids concentration, 
finding a peak at 213 ° C, 1.6 min and 3.3 g of solids/100 mL of solution, maximizing the 
production of fermentable sugars (glucose plus xylose) obtained in both solid and liquid fraction. 
Then evaluated the combination of these two pre-treatments were found: a percentage of 
saccharification of 55.4 grams of glucose in the hydrolysis enzymatic of glucose/100 grams fiber 
potential in pre-treated and the most important parameter, the overall yield of fermentable sugars 
as 37.8 grams/100 grams of raw material on the findings confirm the potential of this residue for 
the production of sugars using a combination of the two treatments: biological, followed by hot 
water, which have environmental benefits and economic. 
 
Keywords: palm press fiber, biological treatment, liquid hot water treatment, enzymatic 
hydrolysis, fermentable sugars. 
 
 
 
4 
 
CONTENIDO 
Resumen   .................................................................................................................................................. 3
LISTA DE FIGURAS   .......................................................................................................................... 7
LISTA DE TABLAS   .......................................................................................................................... 10
1. INTRODUCCIÓN   ........................................................................................................................ 12
2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES   ........................................................................... 15
2.1 Palma de aceite   ............................................................................................................................... 15
2.2 Fibra prensada de palma   .............................................................................................................. 17
2.3 Materiales celulósicos   ................................................................................................................... 19
2.3.1 Celulosa   ........................................................................................................................................ 20
2.3.2 Hemicelulosa   .............................................................................................................................. 22
2.3.3 Lignina   ......................................................................................................................................... 24
2.4 Descripción del proceso de producción de azúcares fermentables a partir de 
lignocelulósicos   ....................................................................................................................................... 26
2.5 Pre-tratamientos   ............................................................................................................................ 27
2.5.1 Pre-tratamientos térmicos   ...................................................................................................... 28
2.5.1.1 Pre-tratamiento con agua caliente   ......................................................................... 29
2.5.2 Pre-tratamientos biológicos  .................................................................................................... 31
2.5.2.1 Hongos de la podredumbre blanda  ......................................................................... 32
2.5.2.1.1 Hongos de la podredumbre parda   ............................................................................. 32
2.5.2.1.2 Hongos de la podredumbre blanca   ........................................................................... 32
2.5.2.2 Fermentación en estado sólido (FES)   .................................................................... 33
2.6 Hidrólisis enzimática (HE)   .......................................................................................................... 33
2.6.1 Tipo de sustratos   ....................................................................................................................... 35
2.6.2 Actividad celulasa   ...................................................................................................................... 35
2.6.3 Inhibición de la actividad celulasa por el producto-final   ................................................. 35
2.7 Inhibidores del proceso de crecimiento de microorganismos   ............................................. 36
2.8 Aplicaciones industriales de los residuos lignocelulósicos.   ................................................. 38
3. MATERIALES Y MÉTODOS   .................................................................................................. 40
3.1 Materia prima   ................................................................................................................................... 40
3.2 Caracterización   ............................................................................................................................... 40
3.2.1 Extraíbles o extractivos   ........................................................................................................... 41
5 
 
3.2.2 Lignina   ......................................................................................................................................... 42
3.2.3 Cenizas   ......................................................................................................................................... 42
3.2.4 Carbohidratos estructurales   ................................................................................................... 43
3.3 Pre-tratamiento con agua caliente   ............................................................................................. 43
3.3.1 Esquema del pre-tratamiento con agua caliente   ................................................................ 43
3.3.2 Diseño experimental para el pre-tratamiento con agua caliente   ................................... 45
3.4 Pre-tratamiento biológico   ............................................................................................................ 45
3.4.1 Ensayo preliminar pre-tratamiento biológico   .................................................................... 45
3.4.2 Pre-tratamiento biológico variando la relación C/N   ....................................................... 48
3.5 Hidrólisis enzimática (HE)   .......................................................................................................... 49
3.6 Cuantificación de inhibidores de fermentación   ....................................................................... 49
3.6.1 Ácido acético   ............................................................................................................................... 49
3.6.2 Derivados del furano y compuestos fenólicos   .................................................................... 50
3.7 Cuantificación de azúcares reductores   ...................................................................................... 50
3.8 Cuantificación de sólidos solubles y pH, después del pre-tratamiento con agua caliente
  51
3.9 Caracterización y cuantificación líquido post-hidrólisis (hidrolizado ácido-HA)   ........... 51
4. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS   ............................................................. 52
4.1 Caracterización de la materia prima   .......................................................................................... 52
4.2 Análisis elemental   .......................................................................................................................... 53
4.3 Pre-tratamiento con agua caliente   ............................................................................................. 54
4.3.1 Fracción líquida: caracterización de sólidos solubles y pH   ............................................. 54
4.3.2 Fracción sólida: caracterización del material pre-tratado   ............................................... 55
4.3.3 Caracterización del hidrolizado ácido (HA)   ........................................................................ 56
4.3.4 Porcentaje de sacarificación, rendimiento y rendimiento global   ................................... 57
4.3.4.1 De glucosa   .................................................................................................................... 57
4.3.4.2 De xilosa   ....................................................................................................................... 59
4.3.4.3 Rendimiento global de azúcares fermentables   .................................................... 60
4.3.5 Inhibidores de crecimiento de microorganismos   ............................................................... 61
4.3.6 Análisis superficie de respuesta  .............................................................................................. 62
4.3.6.1 Rendimiento global de azúcares   ............................................................................. 62
4.3.6.2 Rendimiento global de glucosa más Inhibidores de crecimiento de 
microorganismos   ....................................................................................................................... 64
6 
 
4.4 Pre-tratamiento biológico   ............................................................................................................ 65
4.4.1 Ensayo preliminar   ..................................................................................................................... 65
4.4.1.1 Caracterización del material pre-tratado   .............................................................. 65
4.4.2 Porcentaje de sacarificación   .................................................................................................... 67
4.4.2.1 Rendimiento de glucosa y xilosa   ............................................................................ 68
4.4.2.2 Rendimiento global de azúcares   ............................................................................. 70
4.4.3 Ensayo variando la relación C/N   .......................................................................................... 71
4.4.3.1 Caracterización del material pre-tratado   .............................................................. 71
4.4.3.2 Porcentaje de sacarificación   ..................................................................................... 73
4.4.3.3 Rendimiento de glucosa y xilosa   ............................................................................ 73
4.4.3.4 Rendimiento global de azúcares fermentables   .................................................... 75
4.5 Combinación de pre-tratamiento agua caliente con biológico   ............................................ 75
5. CONCLUSIONES   ......................................................................................................................... 78
6. RECOMENDACIONES   .............................................................................................................. 80
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS   ........................................................................................... 81
Anexo I Determinación de lignina y carbohidratos estructurales (NREL)   ........................... 86
Anexo II Ficha técnica Celluclast® 1.5L   ..................................................................................... 102
Anexo III Ficha técnica NS50010   ................................................................................................. 104
Anexo IV Determinación de azúcares reductores (Método DNS)   ......................................... 112
Anexo V Análisis elemental   ............................................................................................................ 114
Anexo VI Análisis estadístico   ......................................................................................................... 115
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7 
 
LISTA DE FIGURAS 
 
Figura 2-1 Diagrama esquemático de la extracción de aceite de palma. FFB: racimos de 
los frutos frescos, EFB: racimos de los frutos vacíos, PPF: fibra de palma prensada, PKS: 
cáscara del palmiste, PKC: torta de palmiste, PKO: aceite de palmiste (Gutiérrez et al., 
2008 modificado).  ................................................................................................................................. 16
Figura 2-2 Productos, sub-productos y residuos obtenidos durante el procesamiento del 
aceite de palma. Las formas con bordes continuos corresponden a las aplicaciones actuales 
de productos y subproductos. Las formas con bordes discontinuos corresponden a posibles 
aplicaciones. Gasf: gasificación, Pyr: pirólisis, FPyr: pirólisis rápida, Comp: compostaje, SSF: 
fermentación en estado sólido, SRf: reformado de vapor,   .......................................................... 18
Figura 2-3 Estructura vegetal y composición de los residuos lignocelulósicos (Sánchez C., 
2008, modificado)   ................................................................................................................................. 19
Figura 2-4 Estructura básica de la celulosa. a) Composición de la cadena de celulosa. b) 
Disposición de las cadenas de celulosa, mostrando los puentes de hidrógeno inter e 
intramoleculares que estabilizan la estructura. (Lucas et al, 2001, pág. 16)   .......................... 21
Figura 2-5 Organización de la celulosa observada a distintos niveles (Lucas et al, 2001, 
pág. 17)  ................................................................................................................................................... 22
Figura 2-6 Monómeros precursores de la molécula de lignina…………………………...  25
Figura 2-7 Principales grupos y tipos de enlaces presentes en la lignina. (Lucas et al, 
2001, pág. 26)   ....................................................................................................................................... 26
Figura 2-8 Descripción esquemática del proceso de obtención de azúcares fermentables a 
partir de materiales lignocelulósicos (Girio et al, 2010, modificado)   ...................................... 27
Figura 2-9 La elección del pre-tratamiento afecta a todas las operaciones relacionadas con 
la bio-refinería. Hecho que juega un papel central, porque el pre-tratamiento atañe al 
diseño y a la viabilidad económica de una biorefinería lignocelulósica (da Costa Sousa et 
al., 2009).   ............................................................................................................................................... 28
Figura 2-10 Rangos típicos para diferentes pre-tratamientos con agua como función de la 
temperatura y presión. (A) Auto hidrólisis, LHW; (B) Condiciones subcríticas; (C) 
Condiciones supercríticas. Líneas que representan el diagrama de fase para el agua. (Girio 
et al, 2010)   ............................................................................................................................................. 30
8 
 
Figura 2-11 Representación esquemática de los sitios de actuación de las distintas 
enzimas celulolíticas, glucosa   .......................................................................................................... 34
Figura 2-12 Reacciones que ocurren durante la hidrolisis de materiales lignocelulósicos. 
Los derivados de los compuestos furanos y fenólicos pueden reaccionar a partir de algunos 
materiales poliméricos   ........................................................................................................................ 37
Figura 2-13 Etapas generalizadas del proceso de bioconversión de residuos 
lignocelulósicos (Sánchez, 2008, modificado)   ............................................................................... 39
Figura 3-1 Fibra prensada de palma   .............................................................................................. 40
Figura 3-2 Esquema metodológico para la realización de los extraíbles en soxhlet previo a 
caracterización del material   .............................................................................................................. 41
Figura 3-3 Montaje de Soxhlet para extracción con etanol   ..................................................... 41
Figura 3-4 Esquema metodológico para la caracterización de lignina en la biomasa   ........ 42
Figura 3-5 Esquema metodológico para la caracterización de contenido de cenizas en la 
biomasa   .................................................................................................................................................. 42
Figura 3-6 Esquema metodológico para identificar las fracciones obtenidas después del 
pre-tratamiento con agua caliente   ................................................................................................... 43
Figura 3-7 Esquema metodológico para la realización del pre-tratamiento con agua 
caliente   ................................................................................................................................................... 44
Figura 3-8 Esquema del reactor de alta presión empleado para el pre-tratamiento con 
agua caliente   ......................................................................................................................................... 44
Figura 3-9 Montaje para realizar el pre-tratamiento con agua caliente   ................................ 44
Figura 3-10 Esquema metodológico para la realización del pre-tratamiento biológico   .... 46
Figura 3-11 Hongo Phanerochaete chrysosporium esporulado luego de 6 días de incubación
  ................................................................................................................................................................. 46
Figura 3-12 Hongo Pleurotus ostreatus en semilla comercial   .................................................... 46
Figura 3-13 A Vista de una bolsa inoculada con semilla de P. ostreatus sobre fibra 
prensada de palma, después de 3 días de pre-tratamiento   ......................................................... 47
Figura 3-13 B Vista de la fibra pre-tratada con P. ostreatus después de las cuatro semanas 
de tratamiento   ...................................................................................................................................... 48
Figura 3-13 C Vista de la fibra pre-tratada con Phanerochaete chrysosporium después de las 
cuatro semanas de tratamiento   ......................................................................................................... 48
Figura 3-14 Esquema metodológico para la realización de la hidrólisis enzimática   .......... 49
9 
 
Figura 4-1 Gráfico de Probabilidad normal para Rendimiento Azúcares   ............................. 63
Figura 4-2 Gráfico de Efectos principales para Rendimiento Azúcares   ................................ 63
Figura 4-3 Superficie de respuesta estimada para el rendimiento global de azúcares   ...... 64
Figura 4-4 Superficie de respuesta estimada maximizando el rendimiento global de 
glucosa y minimizando la producción de inhibidores   ................................................................. 65
Figura 4-5 Contornos de superficie de respuesta estimados maximizando el rendimiento 
global de glucosa y minimizando la producción de inhibidores   ............................................... 65
Figura 4-6 Lignina residual en función del tiempo de tratamiento   ........................................ 66
Figura 4-7 Rendimiento de glucosa en la hidrólisis enzimática a través del tiempo   .......... 67
Figura 4-8 Rendimiento global de glucosa en función del tiempo   ......................................... 69
Figura 4-9 Rendimiento global de xilosa en función del tiempo   ............................................ 69
Figura 4-10 Rendimiento global de azúcares fermentables en función del tiempo   ............ 70
Figura 4-11 Lignina residual en función del tiempo   .................................................................. 72
Figura 4-12 Rendimiento de glucosa en la hidrólisis enzimática en función del tiempo   ... 73
Figura 4-13  Rendimiento global de glucosa en función del tiempo   ...................................... 74
Figura 4-14 Rendimiento global de xilosa en función del tiempo   .......................................... 74
Figura 4-15 Rendimiento global de azúcares en función del tiempo   ..................................... 75
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 
LISTA DE TABLAS 
 
Tabla 2-1 Composición promedio de dos residuos sólidos obtenidos de la extracción del 
aceite de palma, proveniente de Malasia (Gutiérrez et al., 2008 modificado)   ........................ 18
Tabla 3-1 Azúcares estructurales y tiempo de retención detectados en la fibra prensada de 
palma   ...................................................................................................................................................... 43
Tabla 3-2 Diseño experimental de superficie de respuesta para fibra prensada de palma, 
tomando como factores carga expresada como la masa de sólidos (g)/100 mL de solución, 
temperatura y tiempo de tratamiento   ............................................................................................. 45
Tabla 3-3 Composición del medio Mandels   ................................................................................. 47
Tabla 3-4 Composición del medio Kirk   ........................................................................................ 47
Tabla 3-5 Inhibidores de fermentación y su respectivo tiempo de retención   ...................... 50
Tabla 4-1 Contenido de extraíbles en la fibra prensada de palma en base seca, luego de 
protocolo Soxhlet   ................................................................................................................................ 52
Tabla 4-2 Composición de la fibra prensada de palma   .............................................................. 52
Tabla 4-3 Análisis elemental a la fibra prensada de palma (en base seca)   ............................ 53
Tabla 4-4 Porcentaje de sólidos solubles y pH después del pre-tratamiento   ....................... 54
Tabla 4-5 Recuperación total gravimétrica (en % de la materia prima), composición del 
filtrado y de los sólidos insolubles después del pre-tratamiento con agua caliente (% de la 
materia pre-tratada), según técnica adaptada del protocolo NREL.   ....................................... 55
Tabla 4-6 Porcentaje de azúcares obtenidos en el líquido de pre-tratamiento después de 
post-hidrólisis   ....................................................................................................................................... 56
Tabla 4-7 Porcentaje de sacarificación, rendimiento de glucosa y rendimiento global de 
glucosa en la hidrólisis enzimática   .................................................................................................. 58
Tabla 4-8 Rendimiento global de xilosa (% sobre la materia prima) y porcentaje de 
recuperación de xilosa (g de xilosa recuperados respecto a la teórica)   ................................... 59
Tabla 4-9 Rendimiento global y porcentaje de recuperación de azúcares fermentables con 
respecto a la materia prima   ............................................................................................................... 60
Tabla 4-10 Concentración de inhibidores de crecimiento de microorganismos  .................. 62
Tabla 4-11 Porcentaje de recuperación gravimétrica de sólidos y composición de cenizas a 
través del tiempo   ................................................................................................................................. 67
11 
 
Tabla 4-12 Caracterización de las fracciones de celulosa y hemicelulosa a través del 
tiempo   ..................................................................................................................................................... 68
Tabla 4-13 Porcentaje de recuperación y composición del material pre-tratado variando la 
relación C/N   ......................................................................................................................................... 72
Tabla 4-14 Caracterización del material original y el material pre-tratado con la 
combinación (biológico más agua caliente) en el punto máximo   .............................................. 76
Tabla 4-15 Porcentaje de sacarificación, rendimiento de glucosa y xilosa, rendimiento 
global de azúcares para el pre-tratamiento en combinación o no en el punto óptimo   ........ 77
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
12 
 
1. INTRODUCCIÓN  
 
 
Actualmente, la producción de azúcares fermentables enfrenta una crisis socio-energética 
ya que estos derivan exclusivamente del sector alimenticio. Una alternativa atractiva es la 
producción a partir de materiales lignocelulósicos, ya que estos no compiten directamente 
con los alimentos destinados al consumo humano y animal y, permite aprovechar grandes 
cantidades de biomasa que generan los procesos agroindustriales.  La industria de palma 
de aceite en Colombia, primera en producción en Latino América y cuarta a nivel mundial, 
genera cerca de 11.6 a 15% de fibra prensada de palma respecto a la carga inicial de los 
frutos procesados (García, et al, 1997). Los materiales lignocelulósicos presentan 
estructuras complejas compuestas de lignina, hemicelulosa y celulosa, siendo matrices 
resistentes al ataque microbiano debido a la interacción entre sus componentes y a la 
cristalinidad de la celulosa. Por esta razón, el proceso de obtención de azúcares 
fermentables a partir de estas materias primas comprende dos etapas: pre-tratamiento e 
hidrólisis.  
 
 
En el pre-tratamiento sea físico, químico, térmico o biológico, se busca aumentar el área 
superficial, reducir la cristalinidad de la celulosa y disociar el complejo celulosa-lignina. 
Esta operación favorece la exposición del sustrato a la segunda etapa del proceso, la 
hidrólisis, la cual puede ser ácida o enzimática. Dentro de los pre-tratamientos que 
incrementan la digestibilidad de la biomasa lignocelulósica se encuentran los siguientes: 
mecánicos, térmicos (explosión con vapor y agua caliente), ácidos, alcalinos, de oxidación y 
combinaciones de estos (Hendriks et al, 2008). Además, existe el pre-tratamiento biológico 
que usa hongos o bacterias deslignificadoras tales como el Phanerochaete chrysosporium, 
Ceriporia lacerata, Cyathus stercolerus, Ceriporiopsis subvermispora, Pycnoporus cinnarbarinus y 
Pleurotus ostreatus; a través, de la acción de enzimas ligninasas y peroxidasas (Kumar et al., 
2009). Este último pre-tratamiento requiere un bajo consumo de energía, bajo costo de 
capital, sin necesidad de productos químicos, presentando condiciones ambientales suaves, 
además de reducción en la concentración de inhibidores de fermentación (Alvira et al, 
2009), sin embargo, para que sea eficaz en cuanto al rendimiento asociado a los costos, 
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manejo medioambiental y tiempos de residencia dentro del proceso, debe ser usado en 
combinación con otros pre-tratamientos.  
 
 
Dentro de la segunda etapa del proceso, la hidrólisis, puede ser ácida o enzimática. La 
primera de ellas presenta mayores rendimientos de producto expresado como glucosa 
obtenida, pero muestra inconvenientes operativos tales como corrosión de equipos y 
costos asociados a la disposición ambiental de los residuos. Por el contrario, el empleo de 
complejos enzimáticos no presenta las dificultades mencionadas en la hidrólisis ácida. A 
partir de estas características de las etapas, surge una pregunta de investigación: ¿cuál 
puede ser el proceso que combine pre-tratamientos  biológicos con agua caliente para 
facilitar la hidrólisis enzimática de fibra prensada de palma hasta azúcares fermentables? 
 
 
En este trabajo se planteó llevar a cabo un proceso previo a la hidrólisis enzimática de la 
fibra prensada de palma hasta azúcares fermentables, que combinará pre-tratamientos 
biológicos con agua caliente. Para esto se caracterizó la fibra prensada de palma en su 
contenido de lignina, hemicelulosa y celulosa, se estableció una combinación de pre-
tratamiento biológicos con agua caliente previo a la hidrólisis enzimática, se identificaron 
compuestos inhibidores del proceso de crecimiento de microorganismos en los líquidos 
obtenidos en los pre-tratamientos y finalmente se evaluó el grado de hidrólisis sobre el 
material pre-tratado para obtener azúcares fermentables. 
 
 
Investigaciones previas han estudiado el pre-tratamiento con agua caliente, donde se  ha 
optimizado variables de producción tales como: temperatura y tiempo de residencia en 
materiales como paja de trigo; la reacción la llevaron a cabo en temperaturas de 170, 195 y 
220° C y tiempos de residencia de 0, 20 y 40 min; encontrándose recuperaciones para los 
azúcares derivados de la hemicelulosa del orden de 43,6% y un rendimiento de hidrólisis 
enzimática del 79.8% (Pérez et al, 2008). En cuanto al pre-tratamiento biológico, 
investigaciones de la Universidad Jorge Tadeo Lozano han logrado deslignificación del 
43.1% de raquis de palma (Ospina y Piñeros, 2007). En otro trabajo se observó el potencial 
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del pre-tratamiento biológico utilizando Phanerochaete chrysosporium sobre tallos de 
algodón en cultivo sumergido y en cultivo en estado sólido, con un porcentaje del 19.4% y 
35.5% de degradación de la lignina (Shi et al, 2008). Finalmente, se ha reportado que el 
90% de los carbohidratos presentes en la fibra prensada pueden ser liberados luego de un 
pre-tratamiento de deslignificación con vapor (Yojiro et al, 1990), ratificando el potencial 
que presentan estos residuos agroindustriales para la producción de azúcares 
fermentables, que posteriormente pueden ser empleados por microorganismos para la 
producción de productos de alto valor agregado. 
 
 
Debido a las grandes cantidades de biomasa generadas por la industria de la palma de 
aceite a nivel nacional, es necesario desarrollar la investigación planteada, ya que esta 
biomasa es quemada en las calderas provocando daños al medio ambiente (emisiones de 
dióxido de carbono) y en el caso de la fibra prensada de palma, es dispuesta en campo, 
provocando proliferación de plagas. La utilización adecuada de esta biomasa de 
características lignocelulósicas, permitiría el desarrollo de nuevos procesos para la 
producción de glucosa y xilosa, presentando opciones de valor agregado a los residuos de 
una industria colombiana tan importante como la de palma de aceite.  
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2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES 
 
2.1 Palma de aceite 
 
 
La palma de aceite es una planta tropical propia de climas cálidos que crece en tierras por 
debajo de los 500 metros sobre el nivel del mar. Su origen se ubica en el golfo de Guinea 
en el África occidental. De ahí su nombre científico, Elaeis guineensis Jacq., y su 
denominación popular: palma africana de aceite. 
 
La expansión del cultivo en Colombia ha mantenido un crecimiento sostenido. A mediados 
de la década de 1960 existían 18.000 hectáreas en producción y hoy existen más de 
360.000 hectáreas (a 2010) en 73 municipios del país distribuidos en cuatro zonas 
productivas (Fedepalma, 2010): 
 
• Norte - Magdalena, Norte del Cesar, Atlántico, Guajira 
• Central - Santander, Norte de Santander, sur del Cesar, Bolívar 
• Oriental - Meta, Cundinamarca, Casanare, Caquetá 
• Occidental – Nariño 
 
Los departamentos que poseen más área sembrada en palma de aceite son en su orden son: 
Meta, Cesar, Santander, Magdalena, Nariño, Casanare, Bolívar, Cundinamarca y Norte de 
Santander. Colombia es el primer productor de palma de aceite en América Latina y el 
cuarto en el mundo.  
 
El procesamiento de la palma de aceite, se ilustra en la Figura 2-1, los racimos con los 
frutos frescos son tratados térmicamente con vapor en un autoclave horizontal de contacto 
directo, a 140 °C por 50 min, la esterilización inactiva las enzimas (lipolíticas) que causan 
el desdoblamiento del aceite y afloja los frutos.  Los racimos son alimentados a un tambor 
rotatorio (desfrutador), el tambor gira sobre un eje central con los racimos que golpean los 
barrotes y producen el desprendimiento de los frutos.  De este proceso se generan los 
racimos o tusas vacías o raquis (17.7-26.1% de la carga inicial).  Posteriormente los frutos 
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se transportan a los digestores ó cilindros verticales provistos de agitación a baja 
revolución donde se adiciona agua a 80º C; allí se liberan las nueces para la extracción del 
aceite de palmiste  y la masa de los frutos pasa al proceso de prensado mecánico.  La masa 
sólida que resulta de la prensa se llama fibra prensada y constituye el segundo residuo 
lignocelulósico principal (11.6-15% de la carga inicial). Finalmente, el aceite pasa al 
proceso de decantación y clarificación. En Colombia, la generación de residuos 
lignocelulósicos de palma de aceite es de aproximadamente siete millones de toneladas al 
año. 
 
Figura 2-1 Diagrama esquemático de la extracción de aceite de palma. FFB: racimos de los frutos frescos, 
EFB: racimos de los frutos vacíos, PPF: fibra de palma prensada, PKS: cáscara del palmiste, PKC: torta de 
palmiste, PKO: aceite de palmiste (Gutiérrez et al., 2008 modificado). 
 
 
 
Por otra parte Abdul et al., 2002, reportan que en promedio, por cada tonelada de racimos 
de frutos frescos (FFB) procesados, se producen 200 Kg de racimos de frutos vacios (EFB), 
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670 Kg de efluente de aceite de palma (POME), 120 Kg de fibra del mesocarpio, 70 Kg de 
cascara y 30 Kg de torta de los granos de palma (PKC). 
 
2.2 Fibra prensada de palma 
 
      
El proceso de extracción del aceite de palma lleva a la formación de muchos sub-productos 
y residuos que tienen un potencial económico. Estos productos, sub-productos y residuos 
se ilustran en la Figura 2-2 junto con sus aplicaciones actuales y potenciales. Los racimos 
de frutos vacios “EFB”, por sus siglas en ingles, son el residuo sólido que es producido en 
mayor cantidad. Su composición se muestra en la Tabla 2-1 acorde a los datos de Abdul 
Aziz et al, 2002 y Wan et al, 2004. Debido a su alto contenido de humedad, este material 
no es apropiado como combustible. Por esta razón, se usa frecuentemente como abono. El 
compostaje ha sido sugerido como una opción para producir abono de alta calidad de los 
EFB. La utilización de los EFB como substrato para el cultivo de setas por fermentación 
en estado sólido, también se ha propuesto. En este caso, no se requieren tratamientos 
previos al material (Gutiérrez et al, 2008). Además, el material que queda después de la 
cosecha de setas presenta mejores propiedades fertilizantes. Por otro lado, la fibra 
resultante de la separación del prensado de la torta: fibra prensada de palma, “PPF” por 
sus siglas en inglés; tiene un importante contenido de complejo lignocelulósico y un 
menor contenido de humedad, véase Tabla 2-1. El aceite retenido en la fibra hace que este 
material sea una buena fuente de combustible sólido. Cuando en las instalaciones del 
procesamiento de la palma se produce tanto vapor de proceso como electricidad, la 
cantidad total de PPF se somete a combustión. Sin embargo, si solo se produce vapor, el 
70% de los PPF se quedan sin uso y se convierten en residuo (Prasertsan et al., 1996). De 
esta manera la biomasa contenida en los EFB y PPF puede ser utilizada para la producción 
de azúcares fermentables. Algunos estudios reportan que estos residuos contienen 0.69 g 
de azúcares fermentables/g de material seco para los racimos vacíos, mientras que para la 
fibra el valor es de 0.42, valores prometedores para la producción de etanol, una de las 
posibles aplicaciones entre otras (Bic-Biocentrum-DTU 2006). 
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Figura 2-2 Productos, sub-productos y residuos obtenidos durante el procesamiento del aceite de palma. 
Las formas con bordes continuos corresponden a las aplicaciones actuales de productos y subproductos. Las 
formas con bordes discontinuos corresponden a posibles aplicaciones. Gasf: gasificación, Pyr: pirólisis, FPyr: 
pirólisis rápida, Comp: compostaje, SSF: fermentación en estado sólido, SRf: reformado de vapor,  
WGS: reacción agua-gas, FTS: síntesis Fischer-Tropsch, PT: pre tratamiento, CH: hidrólisis celulosa, Fm: 
fermentación, Trans: transesterificación, CC: craqueo catalítico, HA: síntesis alcohol superiores   
(Gutiérrez et al., 2008 modificado) 
 
 
 
 
Tabla 2-1 Composición promedio de dos residuos sólidos obtenidos de la extracción del aceite de palma, 
proveniente de Malasia (Gutiérrez et al., 2008 modificado) 
 
Componente 
Contenido % (p/p) 
EFB 
“raquis” 
PPF 
“fibra prensada” 
Celulosa 15,47 24 
Hemicelulosa 11,73 14,4 
Lignina 7,14 12,6 
Cenizas 0,67 3 
Aceite - 3,48 
Otros - 2,52 
Humedad 65 40 
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2.3  Materiales celulósicos 
 
 
Las paredes de las células vegetales contienen tres tipos de capas, Figura 2-3: lámina 
media, es la primera formada durante la división celular, compuesta principalmente por 
pectina. La pared primaria, formada después de la lámina media, compuesta por un 
esqueleto de microfibrillas de celulosa incorporados en un gel de compuestos pépticos y 
hemicelulosa. La pared secundaria es rígida, compuesta por celulosa, hemicelulosa y 
lignina. La celulosa se dispone en el interior de la madera, formando estructuras 
cristalinas, unidas por zonas amorfas. La celulosa y la hemicelulosa están unidas entre sí 
por la lignina (laminilla) la cual le da consistencia y rigidez a la planta. La lignina se sitúa 
formando una capa externa alrededor de las fibras, y dicha capa externa se une a la 
existente en las demás fibras por medio de enlaces covalentes y de puente de hidrógeno. 
La lignina está presente en capas de la pared celular (secundaria) que junto con la 
hemicelulosa forman una matriz amorfa en la que las fibras de celulosa se incrustan y 
protegen contra la biodegradación (Fengel et al., 1989). 
 
Figura 2-3 Estructura vegetal y composición de los residuos lignocelulósicos  
(Sánchez C., 2008, modificado) 
 
 
20 
 
 
La celulosa es probablemente el compuesto biológico de naturaleza polimérica más 
abundante en la naturaleza. Es un componente fundamental de la pared de las células 
vegetales, donde se encuentra íntimamente asociada con otros polisacáridos, tales como 
hemicelulosas y pectinas, y con la lignina. Por otra parte, la celulosa es un componente 
abundante en los residuos agrícolas y de la manufactura de productos madereros. Además, 
representa entre un 40 y un 60% del total de los residuos sólidos municipales, residuos que 
corrientemente se queman, entierran o abandonan y raramente se incorporan al ciclo 
industrial.  
 
Los materiales celulósicos tienen un uso extensivo, bien en forma lignificada, como la 
madera, o bien en estado más o menos puro, como por ejemplo la celulosa del papel, fibras 
y material textil. Todo ello, junto al hecho de que la celulosa sea, por otra parte, el 
material de desecho predominante en la agricultura; principalmente en forma de tallos, 
troncos o cáscaras, justifica la abundancia de este material entre los residuos tanto de la 
actividad humana como en la naturaleza. Sin embargo, y a pesar de su natural abundancia, 
sólo una insignificante proporción de este material ha sido explotado con fines 
comerciales, debido fundamentalmente a problemas técnicos.  
 
 
2.3.1 Celulosa 
 
 
La celulosa es un homopolímero de cadena lineal formado por moléculas de glucosa unidas 
por enlace 1,4-β-glucosídicos. Las moléculas contiguas de glucosa están giradas 180° una 
con respecto a la otra. Esto hace que cada dos moléculas de glucosa contiguas; o lo que es 
lo mismo, una unidad de celobiosa, constituyan una unidad repetitiva. Todas las moléculas 
de glucosa presentan una conformación en silla y, debido a la configuración beta, todos los 
grupos hidroxilo están en posición ecuatorial (Figura 2-4a). Esto explica por qué la 
celulosa presenta una estructura en capas, donde las cadenas sencillas en una capa se unen 
por puentes de hidrógeno intermoleculares y las capas se unen entre sí por enlaces de tipo 
Van der Waals (Figura 2-4b). 
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Figura 2-4 Estructura básica de la celulosa. a) Composición de la cadena de celulosa. b) Disposición de las 
cadenas de celulosa, mostrando los puentes de hidrógeno inter e intramoleculares que estabilizan la 
estructura. (Lucas et al, 2001, pág. 16) 
 
 
 
 
Dependiendo de su procedencia, el grado de polimerización o número de unidades de 
glucosa por molécula de celulosa varía aproximadamente desde 1.000 hasta 10.000. La 
unidad organizativa más simple, resultante de la combinación de moléculas de celulosa, es 
la protofibrilla o microfibrilla elemental, que posee un diámetro entre 3-10 nm siendo 
visible al microscopio electrónico. Las protofribrillas se reúnen en un haz, denominado 
microfibrilla, cuyo diámetro varía entre 20-40 nm. Las microfibrillas se agrupan formando 
una macrofibrilla, que es visible al microscopio óptico. La asociación de macrofibrillas 
origina la fibra de celulosa (Figura 2-5). 
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Figura 2-5 Organización de la celulosa observada a distintos niveles (Lucas et al, 2001, pág. 17) 
 
 
 
 
Los aspectos más importantes de la estructura física de la celulosa son: 
 
1. Las cadenas poliméricas de la celulosa natural muestran diferentes grados de 
ordenamiento unas con respecto de otras. 
2. La fracción menos ordenada del polímero no muestra ninguna regularidad, y se 
conoce como “región amorfa” siendo fácilmente penetrable por solventes, enzimas, 
o reactivos, y, por tanto, es fácilmente hidrolizable. 
3. La fracción altamente ordenada del polímero se conoce como “región cristalina”, y 
es muy resistente a la penetración por solventes, enzimas y reactivos. 
 
2.3.2 Hemicelulosa 
 
 
Mientras que la celulosa es un homopolímero lineal con muy poca variación de una especie 
a otra, las hemicelulosas son heteropolisacáridos altamente ramificados y generalmente no 
cristalinos. Contienen azúcares tales como pentosas (D-xilosa, L-arabinosa), hexosas (D-
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galactosa, L-galactosa, D-manosa, L-ramnosa, L-fucosa) y ácidos urónicos (ácido D-
glucurónico). A su vez, estos residuos pueden contener diversas modificaciones, tales como 
acetilaciones o metilaciones.  
 
Los azúcares tipo C6 con fácilmente fermentables a etanol, pero los microorganismos 
normalmente usados en la industria para obtener alcohol etílico no son capaces de 
metabolizar los azúcares de cinco átomos de carbono. A diferencia de la celulosa, la cual 
siempre tiene la misma estructura y composición, las de la hemicelulosa pueden variar 
ampliamente entre especies de plantas. Las cadenas poliméricas individuales contienen de 
50 a 100 unidades monoméricas de azúcares. Debido a que las cadenas de hemicelulosa no 
son lineales, tiene ramificaciones laterales y no tienen estructura regular, este polímero no 
es cristalino y es fácilmente hidrolizado. 
 
La hemicelulosa está presente en la pared celular de las plantas y en ella forma un gel 
acuoso en el cual están embebidas las microfibrillas de celulosa. La corta extensión de las 
cadenas que incrementan la solubilidad de las hemicelulosas y la posición expuesta de las 
mismas en la superficie de las microfibrillas, explicaría porque este polímero está entre los 
primeros componentes de la pared celular atacados por los hongos causantes de pudrición 
(Zabel et al, 1992). 
 
En las maderas blandas, provenientes de gimnoespermas, los componentes más 
abundantes de la hemicelulosa son el galactoglucomanano y el arabinoglucuroronoxilano. 
El primero está integrado mayoritariamente por unidades de manosa anhidra y en el 
segundo predominan las unidades de xilosa anhidra. Por este motivo la hidrólisis de la 
hemicelulosa de maderas blandas rinde mayoritariamente a manosa y xilosa. 
 
En las maderas duras (provenientes de angiospermas), el componente principal de la 
fracción hemicelulosa es el O-acetil-4-metilglucurono-β-D-xilano. Por hidrólisis se 
obtiene básicamente xilosa, ácido acético y ácido metilglucurónico en una relación molar 
aproximada de 10:7:1 respectivamente. El azúcar más importante que compone estas 
maderas es la xilosa. 
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2.3.3 Lignina 
 
 
El termino lignina deriva del latín lignum, que significa madera, y define al material 
cementante presente entre las paredes celulares de los tejidos leñosos de los vegetales. 
Más que definir a un compuesto homogéneo, este término se refiere a un conjunto de 
sustancias todas ellas con propiedades químicas muy similares, pero con diferente tamaño 
molecular, llegando a exceder los 100.000 d. 
 
Gran parte de la actividad fotosintética de las plantas se dedica a la conversión del 
anhídrido carbónico en lignina, llegando esta a constituir aproximadamente el 40% de la 
energía solar almacenada en los tejidos vegetales. Por consiguiente, juega un papel muy 
destacado en el ciclo del carbono. De hecho, la lignina es el polímero aromático renovable 
de origen natural más abundante en la naturaleza, representando una de las reservas más 
importantes de carbono orgánico junto con la celulosa y la hemicelulosa. Se estima que 
cada año se generan (gracias a la fotosíntesis) entre 1011 y 1012 toneladas. La lignina 
constituye entre un 15 y un 36% del contenido de los materiales lignocelulósicos. 
 
La lignina es el componente más destacado de los tejidos leñosos en los órganos de 
conducción y sostén. Este polímero se encuentra en la pared celular de la mayoría de las 
plantas (gimnospermas y angiospermas), helechos, y algunos hongos, predominando en 
los tejidos vasculares, está formada por polimerización al azar de unidades radicales de 
alcohol sinapílico, p-cumarílico y coniferílico, unidades que se pueden observar en la 
Figura 2-6. En la pared celular, está asociada íntimamente con hemicelulosas, formando 
una matriz que rodea a las fibrillas de celulosa altamente ordenadas. 
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Figura 2-6 Monómeros precursores de la molécula de lignina.  
 
 
 
 
En los tejidos conductores, la lignina desempeña importantes funciones como la de 
proporcionar la dureza e impermeabilidad necesarias para la conducción de agua y sales 
minerales y proteger a los polisacáridos celulosa y hemicelulosa del ataque enzimático 
microbiano. En definitiva, su presencia en las paredes celulares proporciona a los tejidos 
una vida más larga por ser un elemento difícilmente degradable. 
 
La lignina es un polímero aromático heterogéneo, a diferencia de la mayoría de los 
polímeros que constituyen la pared celular. Las unidades de fenilpropano (C9) que la 
componen están entrelazadas al azar mediante diferentes tipos de enlace (Figura 2-7) 
formando una macromolécula amorfa e insoluble en agua. Durante el proceso de 
polimerización tienen lugar también una serie de reacciones secundarias que provocan el 
entrecruzamiento de la lignina con las hemicelulosas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Unidades Fenil-
propano 
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Figura 2-7 Principales grupos y tipos de enlaces presentes en la lignina. (Lucas et al, 2001, pág. 26) 
 
 
 
 
2.4 Descripción del proceso de producción de azúcares 
fermentables a partir de lignocelulósicos 
 
 
Como se observa en la Figura 2-8, el proceso de obtención de azúcares fermentables, en la 
mayoría de los casos empieza con un tratamiento previo donde se producen sólidos 
insolubles en agua (WIS), con contenido de celulosa y lignina, y una fracción líquida 
compuesta de hemicelulosa. La hemicelulosa queda más o menos intacta, dependiendo del  
pre- tratamiento, posteriormente esta fracción se hidroliza hasta monosacáridos, pero la 
hidrólisis no se puede realizar perfectamente porque aun la fracción está integrada por los 
oligosacáridos, los cuales requieren de una hidrólisis más antes de la fermentación. La 
celulosa es hidrolizada por las celulasas y se convierte en glucosa. El proceso en el que la 
hidrólisis de la celulosa y la fermentación se realicen por separado, se designa como 
hidrólisis y fermentación por separado (SHF). El proceso en el cual la fracción de las 
pentosas se fermenta junto con la fracción de las hexosas después de una hidrólisis por 
separado, se denomina hidrólisis por separado y co-fermentación (SHCF). Cuando la 
hidrólisis de la celulosa se realiza en simultáneo con el proceso de fermentación, se 
denomina sacarificación y fermentación simultáneas (SSF). Cuando SSF incluye la co-
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fermentación de la glucosa y xilosa, es decir, con toda la mezcla “slurry” (WIS y la fracción 
de líquido) se denomina sacarificación simultánea y co-fermentación (SSCF). Por último, el 
bio-proceso consolidado cuando las enzimas se generan durante el proceso, en una 
producción enzimática in situ y la hidrólisis junto con la fermentación de todos los 
azúcares se realiza en un solo paso, se denomina (CBP), (Girio et al, 2010). 
 
Figura 2-8 Descripción esquemática del proceso de obtención de azúcares fermentables a partir de 
materiales lignocelulósicos (Girio et al, 2010, modificado) 
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2.5 Pre-tratamientos 
 
 
Para una conversión biológica eficiente de la celulosa en azúcares fermentables, es 
importante modificar las características físicas y propiedades químicas de la pared celular 
de las plantas, esto se puede hacer a través de una etapa de pre-tratamiento. Diferentes 
tratamientos previos tienen diferentes composiciones químicas y formas de interacción  
con los componentes de la pared celular de los vegetales. Además, hay un extensa variedad 
de materiales lignocelulósicos, que van desde los pastos hasta maderas blandas y maderas 
duras, que también tienen diferentes propiedades físicas y químicas. Por esta razón existe 
28 
 
una interdependencia entre el pre-tratamiento, el tipo de sustrato, y la forma en que 
finalmente se procesa. Por otra parte, es evidente que la elección del tratamiento también 
afectará las propiedades fisicoquímicas de la biomasa pre-tratada. Estas propiedades 
también influirán sobre los procesos aguas abajo, en cuanto a la selección de enzimas 
microbianas, pre-acondicionamiento, utilización de los subproductos, manejo de residuos y 
la recuperación de etanol si este fuera el producto (Figura 2-9). En consecuencia, la 
elección del pre-tratamiento tiene un impacto económico en cada uno de las siguientes 
etapas en una  biorefinería. Estos aspectos hacen que el pre-tratamiento sea la unidad de 
operación primaria que define la plataforma-biológica para la transformación de biomasa 
lignocelulósica a azúcares y posteriormente a combustibles y productos químicos. (da 
Costa Sousa et al., 2009) 
 
Figura 2-9 La elección del pre-tratamiento afecta a todas las operaciones relacionadas con la bio-refinería. 
Hecho que juega un papel central, porque el pre-tratamiento atañe al diseño y a la viabilidad económica de 
una biorefinería lignocelulósica (da Costa Sousa et al., 2009). 
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2.5.1  Pre-tratamientos térmicos 
 
 
Durante estos pre-tratamientos la biomasa lignocelulósica se calienta. Si la temperatura se 
incrementa por encima de los 150-200° C, parte de la biomasa lignocelulósica, primero la 
hemicelulosa y en poco tiempo después la lignina, comienza a ser soluble. Los compuestos 
producidos principalmente son compuestos fenólicos y tienen en  algunos casos efectos 
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inhibitorios o tóxicos sobre las bacterias, hongos y levaduras.  Estos compuestos de la 
lignina soluble pueden ser muy reactivos, si no son removidos rápidamente, pueden 
condensarse como precipitados sobre la biomasa.  
 
2.5.1.1 Pre-tratamiento con agua caliente 
 
El objetivo de este pre-tratamiento es solubilizar la fracción de la hemicelulosa como 
oligosacáridos líquidos solubles (Sheng et al., 2010) para hacer a la celulosa más asequible 
y evitar la formación de inhibidores. Entre las ventajas que presenta este pre-tratamiento 
se encuentra que no emplea ningún catalizador, pero es necesario utilizar presión para 
mantener el agua en estado líquido a temperaturas elevadas. Se ha reportado que tiene un 
gran potencial para remover la hemicelulosa, mientras que minimiza la hidrólisis de la 
celulosa y las reacciones de degradación de azúcares. Por ejemplo, se ha demostrado que 
remueve hasta el 80% de la hemicelulosa y mejora la digestibilidad enzimática de materias 
primas herbáceas pre-tratadas tales como la fibra de maíz (Mosier et al., 2005), bagazo de 
caña de azúcar (Láser et al., 2002) y paja de trigo (Pérez et al., 2008). Sin embargo, la 
deslignificación completa no es posible, debido a la re-condensación de componentes 
solubles procedentes de la lignina.  
 
En general, el pre-tratamiento con agua caliente es atractivo por el ahorro en los costos 
potenciales: no requiere ningún efecto de catalizador y presenta bajo costo en la 
construcción del reactor debido a un bajo potencial de la corrosión (Alvira et al, 2008). 
Además de que usar agua pura en vez de ácido reduce los riesgos en términos de costos, 
seguridad de la planta y sostenibilidad ambiental (Sheng et al., 2010). 
 
El proceso de autohidrólisis utiliza agua caliente comprimida (presión por encima del 
punto de saturación). Las temperaturas de operación por lo general oscilan entre 150 y 
230 ºC (Garrote et al., 1999a) y el tiempo de reacción puede variar desde unos segundos 
hasta horas, dependiendo de la temperatura (Figura 2-10). La autohidrólisis tiene un 
mecanismo similar a la hidrólisis con ácido diluido. Ambos presentan iones hidronio que 
catalizan el proceso. Los catalizadores en la autohidrólisis son iones hidronio generados in 
situ por autoionización de agua y ácido acético resultante de los sustituyentes de acetilo de 
la hemicelulosa, la que después ha tenido una mayor contribución a la hidrólisis (Carrasco, 
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1989). También se ha sugerido que los ácidos urónicos también puede contribuir a la 
formación de iones hidronio (Conner, 1984), pero su papel en la hidrólisis aún no está 
completamente entendido. A través de la autohidrólisis se ha obtenido un alto grado de 
recuperación de la hemicelulosa en el rango de 55-84%, junto con bajos niveles de 
inhibidores de los subproductos, (Garrote y Parajo, 2002).  
 
Figura 2-10 Rangos típicos para diferentes pre-tratamientos con agua como función de la temperatura y 
presión. (A) Auto hidrólisis, LHW; (B) Condiciones subcríticas; (C) Condiciones supercríticas. Líneas que 
representan el diagrama de fase para el agua. (Girio et al, 2010) 
 
 
 
La celulosa y lignina no se ven significativamente afectados, la obtención de celulosa y la 
fase sólida rica en lignina, junto con una fracción líquida con una concentración 
relativamente baja de inhibidores, presenta un potencial alto de sustrato para cultivos 
microbiológicos. Debido a que los niveles del pH son cercanos a la neutralidad, los 
problemas de corrosión se reducen, y los pasos del reciclaje y la eliminación de ácido no se 
hacen necesarios. Esto reduce tanto los costos en capital, como los costos operativos, con 
consecuencias beneficiosas para el medio ambiente en comparación con otras tecnologías 
hidrolíticas. El principal inconveniente de este proceso cuando se utiliza el líquido para  
fermentarlo hasta etanol es que la hemicelulosa solubilizada aparece principalmente en 
forma de oligómeros, los cuales no se pueden fermentar (Allen et al., 2001b; Carvalheiro et 
al., 2004; Garrote et al. 1999b). 
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2.5.2 Pre-tratamientos biológicos 
 
 
La estructura peculiar de la lignina requiere la participación de celulosomas especializados 
para su degradación. A diferencia de las restantes moléculas biológicas, la lignina solo 
puede ser degradada por determinados microorganismos, conocidos como ligninolíticos. 
Los principales organismos que descomponen la lignina pertenecen al grupo de los 
hongos. Estos degradan los polímeros de la madera, incluyendo los componentes de la 
lignina, mediante la secreción de enzimas extracelulares (Lucas et al, 2001). 
 
En el proceso del pre-tratamiento biológico, los microorganismos de la podredumbre 
blanca, café y blanda son usados para degradar la lignina y hemicelulosa en los materiales 
de desperdicio. Los de la podredumbre café principalmente atacan la celulosa, mientras que 
lo de la podredumbre blanca y blanda lo hacen tanto a la celulosa como la lignina. Los 
hongos de la podredumbre blanca son los más efectivos basidiomicetos para el pre-
tratamiento biológico de materiales lignocelulósicos. Hatakka (1983) estudió el pre-
tratamiento de paja de trigo por 19 hongos de la podredumbre blanca y encontró que el 
35% del trigo fue convertido en azúcares reductores por Pleurotus ostreatus en cinco 
semanas. Una conversión similar fue obtenida en el pre-tratamiento por Phanerochaete 
sordida 37 y Pycnoorus cinnabarinus 115 en cuatro semanas (Sun et al., 2002). 
 
Las ventajas de la deslignificación biológica sobre otros métodos incluyen las leves 
condiciones de reacción, mayor rendimiento por producto y pocas reacciones laterales, 
menos demanda de energía y menos resistencia en el reactor a la presión y la corrosión. La 
lignina es degradada por muchas enzimas fúngicas: lignina peroxidasa, Mn-peroxidasa y 
lacasa (mono-fenol oxidasa). La degradación de la lignina por estas enzimas depende de la 
cepa del hongo, la accesibilidad de la enzima a la lignina, las condiciones de cultivo y el 
diseño del reactor (Lee, 1997). Sin embargo, la velocidad de hidrólisis en la mayoría de los 
procesos de pre-tratamiento biológico es muy baja (Sun et al., 2002) 
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2.5.2.1 Hongos de la podredumbre blanda 
 
Algunos géneros de ascomicetos y deuteromicetos como Aspergillus o Fusarium provocan 
un reblandecimiento de los tejidos de la madera que va acompañado de una pérdida 
significativa de peso. Dichos hongos se desarrollan preferentemente en las paredes de las 
células vegetales. Este tipo de degradación, conocida como “podredumbre blanda”, 
generalmente tiene lugar en angiospermas con un alto porcentaje de humedad, y se 
caracteriza por la degradación preferente de la fracción de polisacáridos, incluyendo las 
celulosas y hemicelulosa. La lignina es atacada en mucho menor grado, observándose 
algunas desmetoxilaciones y roturas de los anillos aromáticos. (Lucas et al, 2001). 
 
Cuando el contenido en lignina de la pared vegetal es superior al 20%, solo algunos 
basidiomicetos son capaces de iniciar el ataque. Dependiendo del patrón de degradación 
que provocan sobre la madera, se habla de hongos de la podredumbre parda y hongos de la 
podredumbre blanca. 
2.5.2.1.1 Hongos de la podredumbre parda 
 
La podredumbre parda se ocasiona principalmente por basidiomicetos. En las maderas 
blandas, estos hongos degradan los carbohidratos de la pared celular, dejando la lignina 
prácticamente intacta. Ésta queda como un acúmulo pardusco. Este grupo de hongos solo 
provocan cambios limitados en la lignina, tales como desmetilación de grupos metoxilo, 
hidroxilaciones, y una oxidación limitada de las cadenas laterales. (Lucas et al, 2001) 
 
2.5.2.1.2 Hongos de la podredumbre blanca 
 
El 90% de los hongos capaces de atacar la madera de un modo eficaz pertenecen a este 
grupo. La podredumbre blanca implica la degradación de los diferentes polímeros de la 
madera (celulosa, hemicelulosa y lignina), a la que confieren una consistencia fibrosa o 
esponjosa. Dependiendo de la especie, la degradación de los carbohidratos y la lignina 
puede ocurrir de forma simultánea, si bien algunos casos se observa una degradación más 
temprana de la lignina. Entre los hongos que producen este tipo de podredumbre hay que 
distinguir a su vez dos grupos: los que degradan simultáneamente la celulosa y la lignina y 
los que solo degradan la lignina. Entre los primeros se encuentra Phanerochaete 
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chrysosporium y ente los segundos los hongos del genero Pleurotus. La degradación de la 
lignina implica una serie de cambios oxidativos, que conducen a una progresiva 
despolimerización y liberación de compuestos de bajo peso hasta CO2 y H2O. La 
degradación de la lignina conlleva a la acumulación de celulosa y hemicelulosa dando 
lugar a un color blanco al que deben su nombre. (Lucas et al, 2001) 
2.5.2.2 Fermentación en estado sólido (FES) 
 
La fermentación en estado sólido ha sido ampliamente aplicada en la industria de 
alimentos. Las FES son llevadas a cabo con microorganismos que crecen en medios de 
cultivo nutritivos impregnados al sustrato sólido con poco agua o libres de esta. Las 
ventajas principales que presenta este fermentación son: bajos contenidos de humedad, alta 
superficie de área interfacial relacionado con el volumen del líquido, simula el ambiente de 
crecimiento natural para el microorganismo, medios de cultivo simples y disponibilidad 
del sustrato (Wang et al., 2007). 
 
2.6 Hidrólisis enzimática (HE) 
 
Los primeros estudios llevados a cabo acerca del modo de ataque de los hongos sobre la 
celulosa y las enzimas celulolíticas elaborados por ellos pusieron de manifiesto que, si bien 
son numerosos los hongos capaces de degradar la celulosa en la naturaleza, son muy pocos 
los que producen actividad celulolítica libre en los filtrados de los cultivos con capacidad 
para atacar a la celulosa insoluble. Estas observaciones condujeron al concepto de enzima 
múltiple, precediendo en muchos años al aislamiento de las  endo  y exo-glucanasas 
reconocidas hoy. Según estas teorías los verdaderos organismos celulolíticos son 
organismos que producen dos o más enzimas. El primero, llamado C1, ataca la celulosa 
nativa para romper los agregados y producir cadenas lineales de unidades de anhidro 
glucosa. Estas cadenas son más tarde atacadas por una segunda enzima Cx, (β-1,4 
glucanasa) que las hidroliza al disacárido celobiosa. La celobiosa podría entonces ser 
asimilada directamente al interior de la célula, o bien ser convertida en glucosa por la β-
glucosidasa antes de la asimilación. (Lucas et al, 2001) 
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Posteriormente se observó que los complejos celulolíticos eran capaces de llevar a cabo 
tres tipos básicos de reacciones. Estos tres tipos de enzimas se clasifican hoy día de 
acuerdo con su modo de acción de la siguiente manera: 
 
a) Exo-β-1,4 glucanasa o β-1,4-glucano celobiohidrolasa, comúnmente  conocida 
como celulosa C1. 
b) Endo-β-1,4-glucanasa o β-1,4-glucanohidrolasa, también conocida como CMCasa o 
celulosa Cx. 
c) Beta-1,4-glucosidasa. 
 
En la Figura 2-11 se muestran de forma esquemática los sitios de ataque de las principales 
enzimas celulolíticas. Las endoglucanasas atacarían las regiones amorfas de la celulosa, 
liberando extremos de cadena para el ataque de las exoglucanasas. Estas liberarían 
residuos de celobiosa. Las β-glucosidasas actuarían sobre los extremos libres y sobre la 
celobiosa, liberando moléculas de glucosa. Su acción sobre la celobiosa es muy importante, 
ya que este disacárido inhibe la actividad de endoglucanasas y exoglucanasas cuando se 
acumula en el medio. Por consiguiente, la actividad β-glucosidasa es en la mayoría de los 
casos el factor limitante de la velocidad del proceso de hidrólisis.  
 
Figura 2-11 Representación esquemática de los sitios de actuación de las distintas enzimas celulolíticas, 
glucosa         
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Los factores que afectan la hidrólisis enzimática de la celulosa incluyen entre otros: el tipo 
de sustrato, la actividad celulasa y las condiciones de reacción: temperatura, pH, así como 
otros parámetros.  
 
2.6.1 Tipo de sustratos 
 
La concentración del sustrato es uno de los principales factores que afectan el rendimiento 
y la velocidad inicial de la hidrólisis enzimática de la celulosa. A niveles bajos de sustrato, 
un incremento de la concentración del sustrato normalmente resulta en un incremento del 
rendimiento y la velocidad de reacción. Sin embargo, altas concentraciones de sustrato 
pueden causar inhibición por sustrato, lo cual sustancialmente baja la velocidad de la 
hidrólisis. El grado de la inhibición del sustrato depende de la relación total de 
sustrato/enzima. 
 
2.6.2 Actividad celulasa 
 
Incrementar la dosis de celulasa en el proceso, en cierta medida, puede mejorar el 
rendimiento y la velocidad de la hidrólisis, pero implicaría aumentar considerablemente el 
costo del proceso. La dosificación de 10 FPU (Unidades de actividad sobre Papel Filtro)/g 
celulosa se usa a menudo en estudios de laboratorio porque ofrece un perfil de hidrólisis 
con altos niveles de rendimiento de glucosa en un plazo razonable (48–72 h) a un costo 
razonable de enzima (Gregg y Saddler, 1995). 
 
La hidrólisis enzimática de celulasa consiste de tres pasos: adsorción de la enzima celulasa 
sobre la superficie de la celulosa, biodegradación de la celulosa a azúcares fermentables, y 
la desorción de la celulasa. La actividad de la celulasa decrece durante la hidrólisis. La 
adsorción de la celulasa sobre la celulosa es responsable parcialmente de su desactivación. 
 
2.6.3 Inhibición de la actividad celulasa por el producto-final 
 
La actividad de la celulasa es inhibida por la celobiosa y, en menor medida por la glucosa. 
Varios métodos han sido desarrollados para reducir la inhibición, incluido el uso de altas 
concentraciones de enzimas, la adición de β-glucosidasas durante la hidrólisis, y la 
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eliminación de los azúcares durante la hidrólisis por ultrafiltración o simultánea 
sacarificación y fermentación (SSF). 
 
Los microorganismos usados en la SSF actualmente son el hongo T. reesei y la levadura S. 
cerevisiae. La temperatura más adecuada para la SSF es alrededor de 38° C, lo cual es un 
promedio entre el mejor intervalo para la hidrólisis (45-50° C) y la fermentación (30° C) 
(Sun et al., 2002). 
  
2.7 Inhibidores del proceso de crecimiento de 
microorganismos 
 
Durante el pre-tratamiento de los materiales lignocelulósicos se forman y/o liberan una 
amplia gama de compuestos que inhiben a los microorganismos. Con base en su origen los 
inhibidores se dividen en tres grandes grupos: los ácidos débiles, los derivados de furanos 
y los compuestos fenólicos. Estos compuestos limitan el uso eficiente de los hidrolizados 
para la producción de diversos productos por fermentación.  
 
Los procesos que involucran el tratamiento de lignocelulósicos a alta temperatura bajo 
condiciones ácidas inducen a la formación y liberación de un amplio grupo de compuestos.  
 
Las principales vías de degradación son esquematizadas en la Figura 2-12. Cuando la 
hemicelulosa se degrada, se libera xilosa, manosa, ácido acético, galactosa y glucosa. La 
celulosa es hidrolizada a glucosa. A altas temperaturas y presiones la xilosa es degradada a 
furfural. Similarmente, 5-hidroximetilfurfural (HMF) es formado de la degradación de 
hexosas. El ácido fórmico se forma cuando el furfural y HMF se descomponen. El ácido 
levulínico es formado por la degradación del HMF. Los compuestos fenolicos son 
generados por la degradación parcial de la lignina y también se forman por la degradación 
de los carbohidratos (Palmqvist et al., 2000).  
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Figura 2-12 Reacciones que ocurren durante la hidrolisis de materiales lignocelulósicos. Los derivados de 
los compuestos furanos y fenólicos pueden reaccionar a partir de algunos materiales poliméricos (Palmqvist 
et al, 200) 
 
 
 
Durante el pre tratamiento, una parte de la lignina también se degrada originando una 
gran variedad de compuestos fenólicos (Larsson et al. 2000). Los derivados fenólicos 
incluyen el ácido 4-hidroxibenzoico, el siringaldehído y el ácido siríngico, el 4- 
hidroxibenzaldehído y los ácidos gentísico, salicílico y protocatéquico. Otros derivados 
fenólicos identificados tanto en maderas blandas como abeto (Larsson et al. 2000), como 
en maderas duras como el sauce (Oliva 2003), han sido la vainillina y el ácido vainíllinico. 
Otros compuestos reportados son el catecol, guayacol, hidroquinona (Palmqvist and 
Hahn- Hägerdal 2000a), aldehído coniferílico y ácido homovainíllinico (Larsson et al. 
2000). También se pueden liberar ácidos grasos, terpenoides, esteroles y ceras, 
flavonoides, taninos, etc. (Ekman and Holmbom 2000) que a pesar de su baja 
concentración, también pueden actuar como inhibidores de los microorganismos 
empleados en la fermentación de los hidrolizados procedentes de materiales 
lignocelulósicos. 
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Los compuestos tóxicos pueden producir estrés fermentativo en los microorganismos, 
disminuyendo la eficiencia en el uso de los azúcares. Compuestos como el furfural pueden 
inhibir y afectar la velocidad específica de crecimiento y el rendimiento de biomasa/ATP; 
el hidroximetil furfural es menos tóxico para las células pero su efecto es similar al del 
furfural y causa un tiempo mayor en la fase “Lag” durante el crecimiento (Palmqvist and 
Hahn-Hägerdal 2000b). Debe considerarse que el efecto sinérgico entre los diferentes 
compuestos tóxicos puede causar inhibición de la fermentación. Los compuestos fenólicos, 
resultantes de la degradación de la lignina causan una partición y pérdida de la integridad 
de la membrana celular, afectando su habilidad de asimilar azúcares y por lo tanto el 
crecimiento celular. Otros compuestos como el ácido acético, a pH bajo está disociado, es 
liposoluble y se difunde a través de la membrana plasmática, afectando el pH interno y 
dañando la célula. 
 
2.8 Aplicaciones industriales de los residuos 
lignocelulósicos. 
 
Muchos usos han sido sugeridos para la biodegradación de residuos lignocelulósicos; entre 
ellos: utilizarlos como materia prima para la producción de etanol, para la 
fabricación de papel, como abono para el cultivo de hongos comestibles, 
y como alimento directo para los animales. Un gran número de bio-productos de alto valor 
agregado tales como: ácidos orgánicos, aminoácidos, vitaminas y una serie polisacáridos a 
partir de bacterias y hongos, tales como xantanos se producen por la fermentación de 
glucosa como sustrato base, Figura 2-13 (Sánchez, 2008). 
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Figura 2-13 Etapas generalizadas del proceso de bioconversión de residuos lignocelulósicos (Sánchez, 2008, 
modificado) 
 
 
 
En conclusión el interés de la presente investigación es la hidrólisis enzimática de fibra 
prensada de palma pre-tratada en combinación con pre-tratamientos biológicos y agua 
caliente. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1 Materia prima 
 
La materia prima que se uso fue fibra prensada de palma proveniente de una planta 
extractora de aceite de palma del municipio de Cumaral, Meta. Esta se adecuó lavándola 
para retirar polvo e impurezas en una relación de aproximadamente 2 L de agua por kg de 
material, posteriormente se seco en un secador de bandejas a 80° C durante 6 horas 
obteniéndose un material con una humedad final del 8,57%, medida en una balanza de 
humedad Mettler Toledo HB43-S Halogen Classic Plus a 105° C. La apariencia final de la 
fibra se puede observar en la Figura 3-1, la fibra es un material heterogéneo, compuesto no 
solamente por los residuos fibrosos del proceso de la extracción del aceite de palma, sino 
también por residuos de la cáscara de los frutos o cuescos y de los racimos vacios o raquis. 
 
Figura 3-1 Fibra prensada de palma 
 
 
 
3.2 Caracterización 
 
La materia prima después de su adecuación se molió en un molino Cyclotec 1093 Sampler 
Tecator hasta un tamaño de partícula de 1 mm, después del proceso de molienda se 
determino la humedad de la fibra utilizando una balanza de humedad Mettler Toledo 
HB43-S Halogen Classic Plus a 105° C encontrándose un valor de 7,13%, con este 
material se procedió a realizar la siguiente caracterización. 
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3.2.1 Extraíbles o extractivos 
 
Son aquellas sustancias presentes en las diferentes fibras vegetales, pero que no son 
carbohidratos, tales como ácidos grasos, terpenos, fenoles o resinas. Muchos de estos 
compuestos son solubles en agua o en disolventes orgánicos polares como metanol, etanol 
o acetona; algunos pueden llegar a ser utilizados por los hongos macromicetos (Hernández 
et al. 2006). 
Para su cuantificación se realizó una extracción tipo Soxhlet a la fibra prensada primero 
con agua, seguido por etanol, para así cumplir con la especificación del protocolo de la 
National Renewable Energy Laboratory “NREL” (Sluiter et al. 2008) que requiere la 
materia prima libre de extraíbles, para el análisis posterior de lignina y carbohidratos 
estructurales. El procedimiento que se llevó a cabo se describe en la Figura 3-2 y se 
presenta en el esquema de la Figura 3-3.  
 
Figura 3-2 Esquema metodológico para la realización de los extraíbles en soxhlet previo a caracterización 
del material 
Moler la fibra prensada de 
palma, determinar humedad, 
pesar 8 gramos y colocar en 
un dedal para soxhlet 
En un balon esmerilado de 
250 mL (previamente tarado 
por 3 horas a 105° C) colocar 
150 mL de agua y extraer en 
soxhlet (dedal+muestra) por 
12 horas
Repetir la extracción en un 
balon esmerilado de 250 mL 
(previamente tarado por 3 
horas a 105° C) con etanol al 
96%
Después de terminada la 
extracción concentrar en 
rotavapor lo maximo posible
Secar a 105° C por 12 horas 
los balones después de la 
concentración, después del 
tiempo dejar en desecador y 
registrar peso
El dedal mas el material 
después de la extracción, 
colocarlo a secar por dos 
días a 40° C, después de 
este tiempo pasar a 
desecador registrar peso y 
guardar el material 
hermeticamente, finalmente 
determinar humedad.
 
 
Figura 3-3 Montaje de Soxhlet para extracción con etanol 
 
Condensador 
Soxhlet 
Plancha de calentamiento 
Dedal con fibra 
Balón de fondo redondo con 
etanol y extractivos 
3.2.2 Lignina 
 
La cuantificación de lignina se presenta en la Figura 3-4, esta metodología fue ajustado 
con base en protocolos de la National Renewable Energy Laboratory “NREL” véase 
Anexo I. 
 
Figura 3-4 Esquema metodológico para la caracterización de lignina en la biomasa 
 
Moler la biomasa 
seca en un tamaño 
de partícula de 1 mm
Determinar humedad 
de la biomasa molida, 
colocar 0,3 g en un 
tubo de ensayo
Agregar a esta 
muestra 3 mL de una 
solución de H2SO4 
72% v/v y agitar
Llevar a un baño de 
calentamiento, por 1 
hora a 30° C y agitar 
cada 15 minutos
Transferir el contenido 
a un Erlenmeyer y 
adicionar 84 mL de 
agua destilada 
Llevar el 
Erlenmeyer al 
autoclave a 121° C 
por una hora
Previamente calcinar 
filtros de crisoles gosh 
en la siguiente rampa 
de calentamiento 45 
min a 300°C y 600° C 
por 2 horas
Dejar enfriar los 
filtros en un 
desecador a T 
ambiente
Pesar los filtros
Filtrar a vacio la 
solución aforada 
previamente
Colocar por 16 
horas a 105° C los 
filtros con la 
biomasa anterior
La fracción liquida 
obtenida reservarla 
para cuantificar 
azúcares
Después de pasado este 
tiempo, dejar enfriar, 
registrar peso y llevar a 
mufla a 600° C por dos 
horas, registrar peso 
(cenizas). Por diferencia 
de pesos, obtener el 
contenido de lignina. 
Dejar enfriar y transferir 
cuantitativamente el 
contenido total del 
Erlenmeyer a un balon 
aforado de 100 mL
 
3.2.3 Cenizas 
 
En la Figura 3-5, se resume el procedimiento para la determinación de cenizas. 
 
 
Figura 3-5 Esquema metodológico para la caracterización de contenido de cenizas en la biomasa 
 
Calcinar crisoles en 
una mufla a 600° C 
por 2 horas
Pasar a desecador, 
dejar enfriar y 
registrar peso de los 
crisoles
Pesar en cada crisol 
0,5 g de biomasa 
molida (previamente 
haber determinado 
humedad)
Colocar los crisoles 
mas muestra en una 
mufla a 600° C por 3 
horas
Dejar enfriar los 
crisoles, pasar a 
desecador y 
registrar peso
Por diferencia de 
pesos obtener el 
contenido de 
cenizas
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3.2.4 Carbohidratos estructurales 
 
Se cuantificaron los azúcares estructurales por cromatografía líquida de alta eficiencia 
“HPLC” por sus siglas en inglés; de la fracción líquida obtenida en el proceso descrito 
para la determinación de lignina. Se emplearon como patrones reactivos grado analítico 
marca Sigma-Aldrich®, Tabla 3-1, utilizando un detector de índice de refracción, una 
columna Aminex HPX-87H marca Biorad, temperatura de la columna 65° C, fase móvil: 
solución de ácido sulfúrico 0,0005 M a un flujo de 0,6 mL/min. 
 
Tabla 3-1 Azúcares estructurales y tiempo de retención detectados en la fibra prensada de palma 
Azúcar tiempo de retención (min) 
Glucosa 9,01 
Xilosa 9,54 
Arabinosa 10,53 
 
 
3.3 Pre-tratamiento con agua caliente 
 
3.3.1 Esquema del pre-tratamiento con agua caliente 
 
 
En la Figura 3-6 se presenta el esquema del proceso llevado a cabo para el pre-
tratamiento con agua caliente, con el cual se pueden identificar las fracciones analizadas 
posteriormente. 
 
Figura 3-6 Esquema metodológico para identificar las fracciones obtenidas después del pre-tratamiento 
con agua caliente 
Pre-tratamiento 
con agua 
caliente
Hidrólisis 
ácida
Hidrólisis 
enzimática
Fibra
Fracción 
líquida
Fracción 
sólida
Hidrolizado 
ácido
Hidrolizado 
enzimático
Sólido agotado  
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El esquema metodológico para realizar el pre-tratamiento con agua caliente se presenta 
en la Figura 3-7. El reactor de alta presión empleado y el montaje que se realizó se 
observan en las Figuras 3-8 y 3-9, respectivamente. 
 
Figura 3-7 Esquema metodológico para la realización del pre-tratamiento con agua caliente 
 
Colocar la carga (g) 
de biomasa a un 
reactor de alta 
presión en acero 
inoxidable
Adicionar 100 mL  
de agua destilada 
y sellar el reactor
Colocar el reactor en 
un baño de aceite 
caliente, precalentado 
a la T indicada del 
ensayo
Al cabo de 5 minutos 
realizar la purga del 
sistema, desalojando 
el aire
Cronometrar 40 minutos 
de tiempo de 
calentamiento hasta que 
se alcanza la presión de 
equilibrio a la T indicada
Una vez alcanzada la 
presión temporizar el 
tiempo indicada para 
cada ensayo
Retirar el reactor del 
baño y enfriar con agua 
de la llave 
despresurizando el 
sistema lo más rápido 
posible
Destapar el reactor y 
recolectar el agua del 
pre-tratamiento, 
aforando a un 
volumen conocido
Filtrar para realizar 
cuantificación de sólidos 
insolubles, al líquido del 
pre-tratamiento medir 
sólidos solubles y pH. 
Reservar el líquido y sólido 
para análisis posterior  
 
 
Figura 3-8 Esquema del reactor de alta presión 
empleado para el pre-tratamiento con agua 
caliente 
 
Manometro
Tapon
Válvula de 
purga
 
 
 
 
Figura 3-9  Montaje para realizar el pre-
tratamiento con agua caliente 
 
3.3.2 Diseño experimental para el pre-tratamiento con agua 
caliente 
 
Se siguió una metodología de superficie de respuesta en un diseño central compuesto, 
factorial 23 con tres repeticiones en el punto central, según se observa en la Tabla 3-2. 
 
Tabla 3-2 Diseño experimental de superficie de respuesta para fibra prensada de palma, tomando como 
factores carga expresada como la masa de sólidos (g)/100 mL de solución, temperatura y tiempo de 
tratamiento 
Carga sólidos 
(g/100 ml solución) 
Temperatura 
(° C) 
tiempo 
(min) 
7,5 180 10 
7,5 180 10 
7,5 180 10 
7,5 180 18,4 
10 160 15 
5 160 15 
5 200 5 
3,3 180 10 
11,7 180 10 
10 200 15 
5 160 5 
10 200 5 
7,5 180 1,6 
10 160 5 
7,5 146,4 10 
5 200 15 
7,5 213,6 10 
 
3.4 Pre-tratamiento biológico 
 
3.4.1 Ensayo preliminar pre-tratamiento biológico 
 
La experimentación correspondiente al pre-tratamiento biológico (Figura 3-10) consto de 48 
ensayos. Se probaron dos hongos: Phanerochaete chrysosporium cepa ATCC 24725 (Figura 3-11) 
y Pleurotus ostreatus (Figura 3-12) el primero de ellos inoculado como suspensión de esporas 
(1,42x108 esporas/mL) luego de cultivar el hongo en agar PDA por seis días a 30° C y el 
segundo inoculando las semillas de esta cepa comercial al 5% en peso. La fermentación en 
estado sólido se inicio con la adecuación del material a una humedad del 70% utilizando dos 
medios de cultivo: el primero de ello Mandels y el segundo Kirk (previamente preparados) 
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cuya composición se ilustra en las Tabla 3-3 y 3-4, respectivamente. Las bolsas con el material 
e inoculo (Figura 3-13) se incubaron a 30° C, se tomaron tres replicas semanales de cada 
condición durante cuatro semanas, analizando el grado de deslignificación y realizando la 
caracterización del material pre-tratado (cenizas y carbohidratos estructurales) y el porcentaje 
de sacarificación enzimática después de 72 horas. 
Para la caracterización del material libre de extraíbles (protocolo descrito en el ítem 3.2.1 
modificado a una hora de extracción en agua y etanol, respectivamente) en cuanto a su 
contenido de lignina, cenizas y carbohidratos estructurales se realizaron los protocolos 
descritos en el ítem 3.2. 
 
Figura 3-10 Esquema metodológico para la realización del pre-tratamiento biológico 
Adecuar 10 
gramos (peso 
seco) de fibra 
en bolsas 
plásticas
Suplementar cada bolsa con el 
medio de cultivo 
correspondiente, hasta alcanzar 
la humedad correspondiente al 
70%
Cerrar las bolsas 
con un tapón de 
algodón
Someter a 
esterilización por 
15 min a 121° C y 
2 bares de 
presión
Previamente se 
habra cultivado una 
cepa de P. 
chrysosporium 
Se hara una 
suspención de 
esporas con el 
hongo precultivado
Se adicionara 2 mL de la 
solución de esporas a 
cada bolsa esterilizada 
con el material
Se sellaran las 
bolsas y se llevaran 
a horno de 
incubación 30° C 
por 30 días 
Después de este 
tiempo se lavara el 
material sólido, 
retirando los restos 
micelares y las semillas 
de trigo
Registrar peso y 
determinar 
humedad del 
material pre-tratado
Del hongo P. ostreatus, 
presentación semilla 
comercial
Se suplementara 
semillas a cada 
bolsa, 5% en 
peso
 
Figura 3-11  Hongo Phanerochaete chrysosporium 
esporulado luego de 6 días de incubación 
 
 
Figura 3-12  Hongo Pleurotus ostreatus en 
semilla comercial 
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Tabla 3-3 Composición del medio Mandels 
Compuesto Concentración (g/L) 
KH2PO4 2 
(NH4)2SO4 1,4 
CaCl2.2H2O 0,4 
MgSO4.4H2O 0,3 
FeSO4.7H2O 0,005 
MnSO4.4H2O 0,0016 
ZnSO4.7H2O 0,0014 
CoCl2.6H2O 0,002 
Urea 0,3 
Extracto de levadura 0,25 
 
Tabla 3-4 Composición del medio Kirk 
Compuesto Concentración (g/L) 
KH2PO4 2 
MgSO4.7H2O 0,5 
CaCl2.2H2O 0,1 
MnSO4.4H2O 0,03 
NaCl 0,06 
FeSO4.7H2O 0,006 
CoCl2.6H2O 0,006 
ZnSO4.7H2O 0,006 
CuSO4 0,006 
AlK(SO4)2.12H2O 0,006 
H3BO3 0,006 
Na2MoO4.2H2O 0,006 
Extracto de levadura 0,012 
Diamonio tartrato 0,2 
Tiamina 1 mg 
 
Figura 3-13 A Vista de una bolsa inoculada con semilla de P. ostreatus sobre fibra prensada de palma, 
después de 3 días de pre-tratamiento 
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Figura 3-13 B Vista de la fibra pre-tratada con P. ostreatus después de las cuatro semanas de tratamiento 
 
 
 
Figura 3-13 C Vista de la fibra pre-tratada con Phanerochaete chrysosporium después de las cuatro semanas 
de tratamiento 
 
 
 
 
3.4.2 Pre-tratamiento biológico variando la relación C/N 
 
Después de escogerse el hongo P. ostreatus y el medio de cultivo Kirk (como se analizara 
en el ítem 4.4.1 del Capítulo Resultados y análisis de resultados), se realizaron 18 ensayos 
variando la relación C/N como: propia el material (64,3), suplementada con 5g/L de 
glucosa (65,9) y con 10 g/L de glucosa (67,3) correspondiente al medio de cultivo. Se 
realizó seguimiento a la tercera y cuarta semana, caracterizando de nuevo el material en 
cuanto a su contenido de lignina, cenizas, azúcares estructurales e hidrólisis enzimática. 
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3.5 Hidrólisis enzimática (HE) 
 
Los sólidos insolubles pre-tratados fueron usados como sustrato para los experimentos de 
la hidrólisis enzimática. La hidrólisis enzimática fue colocada en recipientes de vidrio 
sellados herméticamente con capacidad de 70 mL, cada uno contenía 25 mL de buffer 
citrato de sodio 0.1 M pH de 4.8 a 5% (p/v) de sustrato seco pre-tratado, incubado a 50° 
C y 150 rpm por 72 h. Las enzimas para la hidrólisis de la celulosa fueron: Celuclast® 1.5 
L (Anexo II) con una actividad de 65 FPU/g, y NS50010® (Anexo III) con actividad β-
glucosidasa de 590 IU/g. Las enzimas fueron proporcionadas por Novozymes Inc. 
Dinamarca y se cargaron a una relación de 15 FPU/g de sustrato. En la Figura 3-14, se 
presenta el esquema metodológico realizado. 
 
Figura 3-14 Esquema metodológico para la realización de la hidrólisis enzimática 
 
Preparar una 
solución buffer de 
citratos 0,1 M a un 
pH 4,8
Adicionar 1,25 g de 
biomasa pre-tratada 
(peso seco) en una 
relación 5% (p/v) en 
recipientes de vidrio 
(compota)
Adicionar 15FPU/g de 
sustrato de enzima 
Celuclast 1.5 L y 
NS50010 
Colocar los recipientes 
de vidrio en una 
incubadora a 50° C con 
agitación constante de 
150 rpm 
Dejar la reacción de hidrólisis 
por 72 horas, tomando 
muestra para analizar 
azúcares posteriormente por 
DNS y glucosa a través de un 
glucometro
 
 
 
3.6 Cuantificación de inhibidores de fermentación 
 
De las fracciones líquidas obtenidas después del pre-tratamiento con agua caliente se 
cuantificaron los inhibidores de fermentación por cromatografía líquida de alta eficiencia 
“HPLC”. 
 
3.6.1 Ácido acético 
 
La cuantificación del ácido acético se realizó a través de la misma columna Aminex- 
HPX-87H y las mismas condiciones de análisis de los azúcares, solamente que el ácido 
acético se revelaba a los 14,5 min. 
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3.6.2 Derivados del furano y compuestos fenólicos 
 
Se emplearon como patrones reactivos grado analítico marca Sigma-Aldrich®, véase 
Tabla 3-5, utilizando un detector de UV a una longitud de onda de 270 nm, una columna 
Chromolith C18 marca Merck, temperatura de la columna 30° C, fase móvil compuesta 
por metanol (40%), ácido acético (1%) y agua (59%) a un flujo de 2 mL/min, gradiente de 
t=0 min 100% fase móvil, t=9 min 40% metanol y 60% fase móvil, t=10 min 40% metanol 
y 60% fase móvil y t=12 min 100% fase móvil. 
 
Tabla 3-5 Inhibidores de fermentación y su respectivo tiempo de retención 
Tipo Inhibidor tiempo de retención (min) 
Derivados de 
los Furanos 
5-Hidroximetilfurfural 2,61 
Furfural 3,11 
Compuestos 
Fenólicos 
Ácido 4-Hidroxibenzoico 4,52 
4 Hidroxibenzaldehído 5,35 
Ácido vainillínico 5,57 
Ácido siríngico 6,33 
Vainillina 6,45 
Siringaldehído 7,10 
Ácido para-cumárico 7,54 
Ácido ferúlico 8,13 
 
3.7 Cuantificación de azúcares reductores 
 
Cuantificar la formación del producto como azúcares reductores después del tiempo de 
hidrólisis se realizó a través del método analítico DNS, el cual consistió en hacer 
reaccionar las muestras hidrolizadas a diferentes diluciones con el ácido 3,5-
dinitrosalicilico, relacionándose su concentración a través de la densidad óptica del color 
producido, en un espectrofotómetro a 540 nm, reportándose diferentes valores de 
absorbancias, los cuales finalmente se correlacionaran con la curva de calibración ajustada 
con concentraciones de glucosa conocidas, Anexo IV. 
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3.8 Cuantificación de sólidos solubles y pH, después del 
pre-tratamiento con agua caliente 
 
Del líquido de pre-tratamiento con agua caliente se procedió a cuantificar los sólidos 
solubles, filtrando la solución en un papel de filtro Whatman. El porcentaje de sólidos 
solubles se midió al líquido filtrado a través de un refractómetro digital Pocket (0-70%). 
El pH del líquido de pre-tratamiento se midió en un peachímetro Mettler Toledo. 
 
3.9 Caracterización y cuantificación líquido post-
hidrólisis (hidrolizado ácido-HA) 
 
Al líquido del pre-tratamiento se le realizó una post-hidrólisis ácida que consistió en 
hacer reaccionar 25 mL del líquido con 0,720 mL de H2SO4 al 97% a una temperatura de 
121° C por media hora. Posteriormente se analizaron los carbohidratos estructurales 
liberados en el hidrolizado ácido, a través de HPLC. 
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4. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE 
RESULTADOS 
 
4.1 Caracterización de la materia prima 
 
En la Tabla 4-1 se muestran los resultados obtenidos para el contenido de extraíbles en 
agua y etanol y en la Tabla 4-2 la composición de la fibra prensada de palma, después de 
su caracterización. 
 
Tabla 4-1 Contenido de extraíbles en la fibra prensada de palma en base seca, luego de protocolo Soxhlet 
Extraíbles en  
Agua 4.9±0,5 
Etanol 3.2±0,5 
 
 
Tabla 4-2 Composición de la fibra prensada de palma 
Componente Porcentaje (%) 
Extraíbles 8.1±0,5 
Lignina 30.1±0,6 
Cenizas 3.1±0,1 
Celulosa 30.6±1,8 
Hemicelulosa 26.0±2,9 
Otros 1.2 
 
Según la caracterización de la fibra prensada de palma Tabla 4-1, la fibra presenta un mayor 
contenido de extraíbles en agua (4.9) que en etanol (3.3); para un total de 8.1 g sólidos 
extraídos/100 g de materia prima, al compararlo con otros materiales como el cardo o abrojo 
“Cynara cardunculus” con un valor de 14.3 (Ballesteros et al., 2008) y el árbol de olivo con 15.4 g 
sólidos extraídos/100 g de materia prima (Cara et al., 2006) la fibra presenta un menor 
contenido de extractivos. 
 
La variabilidad de los resultados obtenidos para la caracterización de las diferentes fracciones 
analizadas, Tabla 4-2, se obtuvieron en un intervalo de confianza del 95%, sin embargo para la 
fracción de la hemicelulosa (2.9)  y celulosa (1.8) este límite no se logro obtener, esto 
posiblemente se debió a que estos dos componentes varían significativamente de una muestra 
a otra por la heterogeneidad intrínseca del material. 
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La materia prima presentó un alto contenido de lignina, 30.1%, comparado con el otro 
residuo principal de la explotación de la palma de aceite: los racimos vacios del fruto o raquis  
que contienen aproximadamente un 20,4% y superior al valor del 21% reportado por 
Gutiérrez et al, 2008. Esta diferencia se podría deber a la alta heterogeneidad de la materia 
prima, que no solamente consta de los residuos fibrosos de la palma de aceite, sino también 
de los residuos de la cáscara de los frutos o cuescos y hasta de raquis.  
 
La cantidad de celulosa (30.6%) es menor a la reportada por Gutiérrez, et al. (40%), véase 
Tabla 2-1. Los comparativos para el contenido de hemicelulosa son similares y tan solo 
presentan una diferencia de dos unidades, de igual manera  para el caso de las cenizas. 
Respecto a lo reportado por ensayos realizados en Nibong Tebal, Malasia (Abdul et al., 2002) 
el producto proveniente del Meta presenta valores superiores para la hemicelulosa y las 
cenizas. La fibra prensada de palma cuenta con un contenido del 60,1% de carbohidratos en 
peso seco, lo cual hace de esta materia prima un sustrato adecuado para la producción de 
azúcares fermentables. 
 
4.2 Análisis elemental 
 
En cuanto al análisis elemental de la fibra prensada de palma, se solicitó el análisis externo al 
Laboratorio de Carbones de Ingeominas, Bogotá-Colombia y los resultados que allí se 
obtuvieron (Anexo V) bajo la norma ASTM D:5373-07(07) se presentan en la Tabla 4-3. 
 
Tabla 4-3 Análisis elemental a la fibra prensada de palma (en base seca) 
Elemento Porcentaje (%) 
Carbono 47,6 
Nitrógeno 0,7 
Hidrogeno 6,2 
Otros 45,5 
 
La relación C/N propia del material corresponde a un valor de 64,3 y el contenido de 
nitrógeno en el material es de tan solo un 0,7%. 
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4.3 Pre-tratamiento con agua caliente 
 
4.3.1 Fracción líquida: caracterización de sólidos solubles y pH   
 
En la Tabla 4-4 se muestran las condiciones generales del ensayo ordenadas 
ascendentemente con respecto a la temperatura (la numeración dada a cada uno de los 
resultados facilita su lectura posterior), además se presenta la caracterización del líquido 
de pre-tratamiento en cuanto al contenido de sólidos solubles y pH. 
 
Tabla 4-4 Porcentaje de sólidos solubles y pH después del pre-tratamiento 
Ensayo 
Condiciones Sólidos 
solubles  
(g/100 g de 
materia prima) 
pH 
T (° C) Carga (g/100 mL) 
tiempo 
(min) 
1 146,6 7,5 10 0,4 5,1 
2 160 5 5 0,4 4,8 
3 160 5 15 0,4 4,7 
4 160 10 5 0,6 4,9 
5 160 10 15 0,7 4,8 
6 180 3,3 10 0,5 4,4 
7 180 7,5 10 1,1 4,3 
8 180 7,5 10 1,1 4,3 
9 180 7,5 10 1,0 3,8 
10 180 7,5 1,6 0,8 3,4 
11 180 7,5 18,4 1,3 4,6 
12 180 11,7 10 1,7 4,5 
13 200 5 5 1,3 4,3 
14 200 5 15 1,3 4,3 
15 200 10 15 2,3 4,2 
16 200 10 5 2,0 4,4 
17 213,6 7,5 10 2,1 4,0 
 
Se observa que el contenido de sólidos solubles vario entre 0.4 a 2.3 gramos/100 gramos 
de materia prima, el primer valor correspondió a la condición 160° C, 7.5 g/100 mL y 10 
min, mientras que para el valor más alto correspondió a 200° C, 10 g/100 mL y 15 min, 
con lo cual la solubilización de los sólidos presentó una tendencia ascendente con el 
aumento en la temperatura; en cuanto al pH alcanzado se encontraron valores que 
variaron entre 3.4 a 5.1 con el valor más bajo para 180° C, 7.5 g/100 mL y 1.6 min y para 
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el límite superior de 146.6° C, 7.5 g/100 mL y 10 min. Se observó una tendencia 
descendente con el aumento de la temperatura, posiblemente debido a la formación de 
iones hidronio presentes en los ácidos que aparecen después del pre-tratamiento tales 
como: el ácido acético, el ácido 4-hidroxibenzoico, el ácido para-cumárico y el ácido 
ferúlico. Cabe anotar que el valor del pH toma importancia cuando se decide trabajar con 
toda la mezcla, slurry, formado por el líquido de pre-tratamiento más los sólidos 
insolubles; ya que a pHs bajos las levaduras o bacterias encargadas de la etapa de 
fermentación se inhiben en su desempeño. 
 
4.3.2 Fracción sólida: caracterización del material pre-tratado 
 
En la Tabla 4-5 se muestran los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje de 
recuperación, caracterización del material pre-tratado en cuanto su contenido de lignina, 
cenizas, celulosa y hemicelulosa. 
 
Tabla 4-5 Recuperación total gravimétrica (en % de la materia prima), composición del filtrado y de los 
sólidos insolubles después del pre-tratamiento con agua caliente (% de la materia pre-tratada), según 
técnica adaptada del protocolo NREL. 
Ensayo  Recuperación (%) 
Lignina 
(%) 
Cenizas 
(%) 
Celulosa 
(%) 
Hemicelulosa 
(%) 
1 88,3 34,5 2,5 31,3 19,9 
2 81,7 36,3 3,3 31,7 21,7 
3 84,2 36,2 2,4 31,1 22,1 
4 93,0 37,5 3,8 30,1 21,7 
5 92,7 38,0 3,3 29,3 21,1 
6 67,5 40,3 3,0 36,6 18,4 
7 82,9 39,0 3,0 39,1 17,1 
8 81,2 39,7 3,2 34,5 18,4 
9 78,5 37,8 2,9 35,5 16,9 
10 81,1 40,2 3,3 34,7 19,4 
11 70,3 40,3 3,3 39,3 16,4 
12 81,0 38,9 3,1 39,5 16,4 
13 95,7 46,1 3,5 45,8 9,8 
14 62,6 46,4 3,6 47,2 8,9 
15 68,5 47,5 4,0 42,6 8,9 
16 71,5 46,2 3,9 39,3 9,5 
17 59,7 52,0 3,9 49,5 4,2 
 
56 
 
La recuperación gravimétrica del sólido vario entre valores del 60% al 96%. Como se 
esperaba, se detecto un decrecimiento de la recuperación total de los sólidos a medida que 
aumentó la temperatura. Aunque en el ensayo 13 se presentó en contraste el mayor 
porcentaje de recuperación debido posiblemente al efecto de la carga. A medida que 
aumento la temperatura, la solubilización, especialmente de la fracción de hemicelulosa se 
incrementa lo que se ratifica en el análisis de la composición de la fracción sólida y 
líquida, donde se presenta un decrecimiento del contenido de este parámetro en los 
sólidos y un aumento en el líquido. Los resultados de lo anterior se observa en la Tabla 4-
5 y Tabla 4-6. Teniendo en cuenta que la primera fracción en solubilizarse es la 
hemicelulosa, el residuo sólido se va concentrando en los menos solubles: celulosa y 
lignina. 
 
4.3.3 Caracterización del hidrolizado ácido (HA) 
 
El contenido de azúcares producidos después de la hidrólisis ácida de los líquidos de pre-
tratamiento se calculó como g de azúcar/100 g de materia prima. 
 
Tabla 4-6 Porcentaje de azúcares obtenidos en el líquido de pre-tratamiento después de post-hidrólisis 
 
Ensayo Glucosa  Xilosa  Arabinosa  
1 0,9 0,7 0,1 
2 0,7 1,3 0,1 
3 0,8 2,0 0,2 
4 0,6 1,0 0,1 
5 0,7 1,4 0,2 
6 0,8 7,8 0,4 
7 0,4 7,3 0,3 
8 0,5 7,0 0,3 
9 0,3 6,9 0,3 
10 0,5 4,7 0,3 
11 0,4 9,5 0,3 
12 0,4 10,0 0,4 
13 0,5 18,1 0,3 
14 0,4 18,5 0,2 
15 0,4 14,6 0,1 
16 0,4 9,8 0,1 
17 0,4 15,3 0,1 
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Como se muestra en la Tabla 4-6 después de hidrolizar la fracción líquida obtenida en el 
pre-tratamiento, se alcanzan a recuperar porcentajes importantes principalmente de 
xilosa hasta valores de 18,5 g/100 de materia prima. En cuanto a la glucosa el máximo 
valor fue del 0,9%. Se infiere que a medida que aumenta la temperatura en el pre-
tratamiento, la recuperación de la fracción de xilosa también aumenta. La recuperación de 
los xilanos es importante teniendo en cuenta su carácter de azúcar fermentable. En 
cuanto a la arabinosa detectada el valor máximo fue de 0,4 g/100 g de materia prima. 
 
4.3.4 Porcentaje de sacarificación, rendimiento y rendimiento 
global 
 
4.3.4.1 De glucosa 
 
El porcentaje de sacarificación en la hidrólisis enzimática, respecto al pre-tratamiento se 
expresa como el porcentaje de glucosa liberada después de las 72 horas de reacción en 
relación a la glucosa potencial presente en los sólidos insolubles o fibra pre-tratada. 
 
  
 
Indudablemente el porcentaje de sacarificación es una herramienta útil para evaluar la 
eficiencia del pre-tratamiento, pero para establecer las mejores condiciones también es 
útil evaluar la glucosa total producida por gramo de materia prima no tratada lo que se 
expresa como: 
 
Rendimiento de glucosa en la Hidrólisis Enzimática=    
 
Si además de analizada la glucosa producida en la fracción de los sólidos insolubles, se 
valora la glucosa producida en el líquido de pre-tratamiento (hidrolizado ácido), el 
rendimiento global de glucosa respecto a la materia prima, se expresaría como: 
 
Rendimiento global de glucosa=
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En la Tabla 4-7 se muestran los resultados obtenidos para estos tres parámetros, 
evaluándolos para la glucosa. 
 
Tabla 4-7 Porcentaje de sacarificación, rendimiento de glucosa y rendimiento global de glucosa en la 
hidrólisis enzimática 
Ensayo 
Porcentaje de 
sacarificación 
(%) 
Rendimiento 
de glucosa en 
la HE (%) 
Recuperación 
de glucosa en 
la HE (%) 
Rendimiento 
global de glucosa 
(sólidos HE+ 
hidrolizado 
ácido) 
Recuperación 
global de 
glucosa (%) 
1 8,5 2,6 7,6 3,4 9,9 
2 8,6 2,5 7,2 3,1 9,0 
3 9,9 2,8 8,4 3,5 10,2 
4 10,9 3,4 9,9 3,9 11,3 
5 9,2 2,7 8,1 3,3 9,6 
6 4,9 1,3 3,9 1,9 5,7 
7 17,5 6,3 18,4 6,6 19,3 
8 19,6 6,0 17,7 6,4 18,9 
9 19,2 5,9 17,3 6,2 18,1 
10 19,8 6,1 18,0 6,5 19,1 
11 18,7 5,7 16,7 6,0 17,6 
12 20,6 7,2 21,3 7,6 22,2 
13 19,6 9,5 27,8 9,8 28,9 
14 15,4 5,0 14,7 5,3 15,7 
15 20,8 6,7 19,6 7,0 20,5 
16 22,5 7,0 20,4 7,2 21,3 
17 21,7 7,1 20,7 7,4 21,6 
 
El mayor porcentaje de sacarificación en el paso de la hidrólisis enzimática fue de 22.5 
correspondiente al pre-tratamiento a 200° C, 7.5% de sólidos y 5 min. Mientras que para 
el rendimiento de glucosa respecto a la materia prima se alcanzó un valor de 9.5 g de 
glucosa/100 g de materia prima, para 200° C, 5% de carga de sólidos y 5 min; con lo cual 
se alcanzó un 28% de recuperación de la glucosa teórica. La glucosa del hidrolizado ácido 
contribuye en 0.3 unidades del total de 9.8% para el ensayo donde se tiene el mayor 
porcentaje de recuperación total. Esta consideración se deberá tener en cuenta cuando se 
intente recuperar e incluir la carga de glucosa global a la fermentación. 
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4.3.4.2 De xilosa 
 
Al poseer la fibra prensada un alto contenido de hemicelulosa, 26% en peso seco de su 
composición es importante analizar lo que sucede con esta fracción en el pre-tratamiento. 
La mayoría de xilanos en la hemicelulosa corresponden a xilosa (aproximadamente un 
90%), por esto se puede expresar el rendimiento de xilosa, como: 
 
  
 
Resultados que se muestran en la Tabla 4-8. 
 
Tabla 4-8 Rendimiento global de xilosa (% sobre la materia prima) y porcentaje de recuperación de xilosa 
(g de xilosa recuperados respecto a la teórica) 
Ensayo 
Rendimiento 
global de xilosa 
(%) 
Recuperación xilosa 
(%) 
1 1,1 4,4 
2 1,7 6,3 
3 2,3 8,9 
4 1,5 6,0 
5 1,8 6,7 
6 6,6 25,5 
7 7,4 28,5 
8 7,1 27,4 
9 7,0 27,0 
10 5,3 20,5 
11 9,2 35,5 
12 9,8 37,6 
13 16,5 63,4 
14 16,4 63,2 
15 13,7 52,5 
16 9,8 37,8 
17 14,7 56,7 
 
Como se observa en la Tabla 4-8 el mayor rendimiento de xilosa fue de 16.5 g de 
xilosa/100 de material pre-tratado el cual se logró a una condición de 200° C, 5 % carga 
de sólidos y 5 min de pre-tratamiento. La recuperación de xilosa vario en un intervalo de 
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4.4 a 63.4% con respecto a la xilosa teórica propia del material, viéndose una tendencia de 
recuperación mayor a medida que aumenta la temperatura del pre-tratamiento.  
 
4.3.4.3 Rendimiento global de azúcares fermentables 
 
Si se tiene en cuenta el aporte de la xilosa como azúcar fermentable, el rendimiento global 
de azúcares se expresaría como: 
 
 
 
En la Tabla 4-9 se muestran los resultados obtenidos. 
 
Tabla 4-9 Rendimiento global y porcentaje de recuperación de azúcares fermentables con respecto a la 
materia prima 
Ensayo 
Rendimiento 
global azúcares 
fermentables (%) 
Recuperación 
de azúcares 
fermentables 
(%) 
1 4,5 7,5 
2 4,7 7,9 
3 5,8 9,6 
4 5,4 9,0 
5 5,0 8,4 
6 8,6 14,3 
7 14,0 23,2 
8 13,6 22,6 
9 13,2 21,9 
10 11,8 19,7 
11 15,2 25,3 
12 17,4 28,9 
13 26,3 43,8 
14 21,8 36,2 
15 20,6 34,4 
16 17,1 28,4 
17 22,1 36,8 
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Al tener en cuenta el aporte tanto de la glucosa y xilosa obtenida en la hidrólisis 
enzimática como en el hidrolizado ácido, el rendimiento global de azúcares aumenta hasta 
un 26.3 g/100 g de materia prima para la condición de 200° C, 5% carga de sólidos y 5 
min de reacción, resultado que debe tenerse en cuenta desde un punto  de vista 
económico, ya que es necesario considerar los azúcares derivados de la fracción 
hemicelulosica presente en el filtrado, los cuales podrían ser también transformados a 
etanol por cepas de levaduras selectas. Con esto la recuperación final de azúcares 
fermentables obtenidos en el pre-tratamiento es de 43.3% respecto al valor teórico 
potencial. Este valor supera el encontrado en trabajos previos (25%) utilizando paja de 
arroz bajo condiciones de pre-tratamiento de 190° C, 120 min y una relación de 7% p/p 
como lo reportan Rogalinski et al., 2008. 
 
4.3.5 Inhibidores de crecimiento de microorganismos 
 
En la Tabla 4-10 se presentan los resultados para el contenido (g de inhibidor/100 g de 
materia prima) de inhibidores analizados en los líquidos de pre-tratamiento los cuales se 
dividieron en tres grupos. El primero de ellos corresponde al ácido acético como parte de 
los ácidos débiles, el segundo los derivados de los furanos que fundamentalmente 
corresponde al 5-hidroximetilfurfural y el furfural y el tercer grupo a los compuestos 
fenólicos donde se tuvo en cuenta la contribución del resto de componentes analizados 
(véase Tabla 3-5). 
 
En la Tabla 4-10 se observa que el contenido de inhibidores para el ácido acético varía 
entre 0.5 a 7.4 g/100 de materia prima, infiriéndose un aumento del contenido de ácido 
acético con la temperatura. 
 
Para el grupo de los derivados del furano se observa que estos no se producen hasta 
cuando la temperatura supera los 180° C y se obtuvieron en un intervalo de 0.1 a 0.8%. 
Mientras que para los compuestos fenolicos se generaron desde temperaturas bajas con 
valores entre un 0.2 a 0.5%. 
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Tabla 4-10 Concentración de inhibidores de crecimiento de microorganismos  
Ensayo Ácido acético (%) Furanos (%) Fenólicos (%) 
1 0,5 0,0 0,2 
2 0,9 0,0 0,2 
3 1,1 0,0 0,3 
4 0,8 0,0 0,2 
5 2,0 0,0 0,2 
6 3,2 0,0 0,5 
7 2,5 0,0 0,3 
8 2,4 0,0 0,3 
9 2,2 0,0 0,3 
10 1,7 0,0 0,2 
11 3,1 0,1 0,2 
12 2,3 0,1 0,2 
13 6,0 0,2 0,5 
14 5,9 0,2 0,5 
15 5,8 0,1 0,2 
16 3,4 0,1 0,3 
17 7,4 0,8 0,4 
 
Considerar el efecto de los inhibidores sobre el crecimiento de los microorganismos en las 
eficiencias de procesos posteriores de fermentación, es muy importante. Por ejemplo, se 
podrían presentar alargamientos en la fase de adaptación de los microorganismos a los 
sustratos con alta concentración de inhibidores, lo que se reflejaría de manera directa en 
tiempos y costos de proceso. 
 
4.3.6 Análisis superficie de respuesta 
 
4.3.6.1 Rendimiento global de azúcares 
 
Para el análisis estadístico de la superficie de respuesta se utilizó el software  Statgraphics 
Plus v.5.0. En este se estimó el diseño experimental maximizando el rendimiento global 
de azúcares fermentables como gramos de glucosa+xilosa/100 gramos de materia 
priman, Anexo V. Con el análisis de varianza los datos experimentales se ajustaron a un 
r-cuadrado de 87.9%, como se observa en la Figura 4-1. 
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Figura 4-1  Gráfico de Probabilidad normal para Rendimiento Azúcares
 
• Grafica de efectos principales 
 
En la Figura 4-2 se evidencia que el factor que tuvo mayor incidencia fue la temperatura 
en la maximización del diseño experimental, encontrándose una relación ascendente entre 
el rendimiento global de los azúcares y la temperatura, mientras que los factores de carga 
y tiempo no tuvieron una incidencia importante. Sin embargo, una alta dosificación de 
sólidos puede incrementar la viscosidad de la mezcla, consecuentemente incrementando la 
resistencia a la transferencia de masa (Sheng et al., 2010). 
 
Figura 4-2 Gráfico de Efectos principales para Rendimiento Azúcares 
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• Superficie de respuesta estimada  
 
Al observar la Figura 4-3 se evidencia que no se ha alcanzado un punto óptimo para el 
rendimiento global de azúcares, aunque  se encontró un punto máximo en 211.8° C, carga 
de 3.3 g/100 mL y un tiempo de 1.6 min, para el cual se espera obtener un valor de 28.9 
gramos de azúcares/100 gramos de materia prima. Según el modelo ajustado, se puede 
inferir que en el diseño experimental planteado no se ha cubierto un rango adecuado de 
temperaturas ya que la tendencia de la producción de azúcares siempre fue creciente en el 
intervalo de 146.6-213-6° C estudiad. Investigaciones de Sheng et al., 2010, usando las 
hojas de la palma de aceite reportan rendimientos de glucosa de 92.8% en un punto 
óptimo de 178° C, en una relación de líquido-sólido de 9.6 y en un tiempo de pre-
tratamiento de 11.1 min.  
 
Figura 4-3  Superficie de respuesta estimada para el rendimiento global de azúcares 
 
4.3.6.2 Rendimiento global de glucosa más Inhibidores de 
crecimiento de microorganismos 
 
Al realizar un análisis de optimización de respuesta múltiple maximizando el rendimiento 
global de glucosa (7.29%) y minimizando la producción de inhibidores de fermentación 
(1.79) se encontró un punto óptimo a una temperatura de 186° C, 9.4 g/100 mL y un 
tiempo de 1.6 min, como se observa en la Figura 4-4 y 4-5. Este resultado proyecta un 
resultado importante para ser evaluado en la siguiente etapa de fermentación, tomando 
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como materia prima solamente la glucosa y teniendo en cuenta los compuestos tóxicos 
para el desempeño de los microorganismos. 
Figura 4-4  Superficie de respuesta estimada maximizando el rendimiento global de glucosa y minimizando 
la producción de inhibidores 
 
Figura 4-5 Contornos de superficie de respuesta estimados maximizando el rendimiento global de glucosa 
y minimizando la producción de inhibidores 
 
4.4 Pre-tratamiento biológico 
 
4.4.1 Ensayo preliminar 
 
4.4.1.1 Caracterización del material pre-tratado 
 
El sólido pre-tratado se caracterizó en su contenido de lignina, cenizas y carbohidratos 
estructurales; se realizó la determinación de lignina residual el cual consistió en calcular 
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el grado de deslignificación y correlacionarlo con la lignina presente en la materia prima 
sin pre-tratar. 
 
• Grado de deslignificación 
 
 
 
Como se observa en la Figura 4-6 el mayor grado de deslignificación estuvo a cargo del 
hongo P. ostreatus en combinación con el medio de cultivo Mandels al alcanzarse un 
34.6% a la cuarta semana, sin embargo fue muy semejante al resultado obtenido para la 
combinación con medio de cultivo Kirk al alcanzarse un 33.4% en el  mismo tiempo. Por 
otro lado las combinaciones P. chrysosporium en los dos medios de cultivo tan solo 
alcanzaron el 31% de deslignificación. 
 
Figura 4-6 Lignina residual en función del tiempo de tratamiento 
 
 
Como se observa en la Tabla 4-11 el porcentaje de recuperación disminuyó a lo largo del 
tiempo, los valores que se encontraron a 95.2% y 66.3% para la primera y última semana 
respectivamente, se correlaciona con la perdida de lignina a través del tiempo. En cuanto 
al contenido de cenizas no se observaron diferencias significativas (2.2 – 3.4%) y se fueron 
incrementando ligeramente con el tiempo de tratamiento. 
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Tabla 4-11 Porcentaje de recuperación gravimétrica de sólidos y composición de cenizas a través del 
tiempo 
 
 
4.4.2 Porcentaje de sacarificación  
 
En cuanto al porcentaje de sacarificación o rendimiento de hidrólisis enzimática en la 
Figura 4-7 se observa que el mayor valor alcanzado fue de 19.2 g glucosa en la Hidrólisis 
Enzimática (HE)/g glucosa potencial en la fibra pre-tratada para la combinación P. 
ostreatus en medio de cultivo Mandels, aunque de cerca estuvo el valor obtenido para la 
combinación P. ostreatus en medio de cultivo Kirk con un 18.4%, mientras que la biomasa 
no pre-tratada tuvo un rendimiento de hidrólisis enzimática inferior de 5.6%. Cabe 
resaltar que el pre-tratamiento biológico con el hongo P. ostreatus empieza a superar este 
valor desde la primera semana de tratamiento, lo cual demuestra que este hongo 
efectivamente mejora la glucosa liberada de la fibra prensada de palma en las condiciones 
adecuadas de crecimiento (medio de cultivo, humedad y temperatura).  
 
Figura 4-7 Rendimiento de glucosa en la hidrólisis enzimática a través del tiempo 
 
 
Recuperación Cenizas Recuperación Cenizas Recuperación Cenizas Recuperación Cenizas
P. chrysosporium 82,4 2,9 72,8 2,3 66,3 2,4 66,4 2,4
P. ostreatus 86,8 2,6 82,3 2,4 76,2 2,7 67,7 3,2
P. chrysosporium 95,2 2,2 82,4 2,2 70,1 2,4 66,9 3,0
P. ostreatus 78,8 2,7 79,9 2,4 87,2 3,4 70,4 3,4
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Los resultados para las combinaciones del hongo P. chrysosporium en los dos medios de 
cultivo no arrojan rendimientos promisorios ya que ni siquiera superan al control, o sea al 
material sin pre-tratar en ninguna de las cuatro semanas de tratamiento; esto se debe 
principalmente a que el hongo P. chrysosporium degradada no solamente la lignina sino 
también la celulosa, como se observa en la Tabla 4-12. Para la cuarta semana de pre-
tratamiento la caracterización del material arroja un 5% menos de celulosa para el 
material pre-tratado con la combinación P. chrysosporium en medio Kirk respecto al P. 
ostreatus en el mismo medio, resultado que se ratifica también con lo obtenido en el ítem 
4.4.1.1 correspondiente al grado de deslignificación.  
 
Tabla 4-12 Caracterización de las fracciones de celulosa y hemicelulosa a través del tiempo 
 
 
4.4.2.1 Rendimiento de glucosa y xilosa 
 
Los resultados del rendimiento de glucosa por 100 gramos de materia prima no tratada se 
muestran en la Figura 4-8. El mayor rendimiento de glucosa obtenido en la etapa de la 
hidrólisis enzimática correspondió a 4,8 g de glucosa/100 g de materia prima, para la 
combinación del hongo P. ostreatus tanto en medio de cultivo Kirk, muy seguido por la 
combinación del mismo hongo pero en el medio Mandels con un 4,5%, lo que corresponde 
a un 14 y 13,1% respectivamente de recuperación de la glucosa liberada respecto a la 
teórica. De nuevo los resultados obtenidos para la combinación P. chrysosporium en los dos 
medios de cultivo no arrojan resultados prometedores ya que ni siquiera superan al 
material tomado como control (1,67% de rendimiento de glucosa). Para el hongo P. 
ostreatus se observa que este empieza a superar el límite alcanzado por el control a partir 
de la segunda semana de tratamiento.  
 
 
 
Medio de Hongo Celulosa Hemicelulosa Celulosa Hemicelulosa Celulosa Hemicelulosa Celulosa Hemicelulosa
P. chrysosporium 29,7 22,3 29,2 23,2 26,1 19,8 29,7 24,5
P. ostreatus 28,3 21,7 30,5 22,0 30,7 20,3 31,1 21,0
P. chrysosporium 28,2 22,7 29,0 23,0 27,9 22,3 28,8 22,8
P. ostreatus 28,2 22,3 29,1 21,4 31,5 22,0 33,3 21,7
4° Semana1° Semana
Mandels
Kirk
2° Semana 3° Semana
69 
 
Figura 4-8 Rendimiento global de glucosa en función del tiempo 
 
En cuanto al rendimiento de xilosa, Figura 4-9, que se ha tenido en cuenta en esta 
investigación por ser considerada como azúcar fermentable y por ser detectada en el 
análisis después de la hidrólisis enzimática, esto atribuido principalmente a que las 
enzimas empleadas deben presentar en menor proporción actividad hemicelulasa por ser 
un complejo enzimático, además que la fibra prensada de palma presenta un alto 
contenido de esta fracción. Se observa que el mayor valor alcanzado fue de 2,6 y 2,5 g de 
xilosa/100 de materia prima para la combinación P. ostreatus en medio de cultivo Kirk y 
Mandels respectivamente, con lo cual el porcentaje de recuperación de este azúcar 
correspondió a un 10,2 y 9,5%. 
 
Figura 4-9  Rendimiento global de xilosa en función del tiempo 
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4.4.2.2 Rendimiento global de azúcares 
 
El parámetro principal para evaluar el pre-tratamiento biológico corresponde al 
rendimiento global de azúcares que expresa la suma de la glucosa y xilosa liberadas en la 
hidrólisis enzimática del material pre-tratado con respecto a la materia prima de partida, 
azúcares que posteriormente serian los disponibles para la posterior etapa de 
fermentación. En la Figura 4-10 se observa que el mayor rendimiento correspondió a la 
combinación P. ostreatus en medio de cultivo Kirk con un 7.4% seguido de la combinación 
del mismo hongo en el medio de cultivo Mandels con un 6.9%. Con esto el porcentaje de 
recuperación de los azúcares fermentables respecto a la materia prima fue de un 4,5% y un 
4,2% respectivamente. Para la combinación P. chrysosporium en los dos medios de cultivo 
el porcentaje de recuperación de azúcares no supero el 0,4%. 
 
Figura 4-10 Rendimiento global de azúcares fermentables en función del tiempo 
 
 
Al tener en cuenta no solamente la caracterización del material pre-tratado (grado de 
deslignificación y contenido de celulosa), sino también el rendimiento de hidrólisis 
enzimática y el rendimiento global de glucosa/g de materia prima, se escogió la 
combinación P. ostreatus en medio de cultivo Kirk para ser evaluada variando la relación 
C/N (ítem 4.4.2), ya que aunque se obtiene un porcentaje de deslignificación menor 
(33,4%) con respecto a la combinación  P. ostreatus en medio de cultivo Mandels (34,6%), 
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se ve compensada en cuanto a la disponibilidad de la celulosa luego de la caracterización 
del material pre-tratado 33,3% con respecto a un 31,1% que en conversión de glucosa 
significa un 2,4% adicional (véase Tabla 4-12). 
 
Además respecto al porcentaje de sacarificación de glucosa en la hidrólisis enzimática se 
observa que desde la primera semana los valores son mayores para la combinación P. 
ostreatus en medio de cultivo Kirk, mientras que para la segunda combinación (P. ostreatus-
Mandels) se incrementa levemente a la cuarta semana, en tan solo un 0,8%. Por último 
teniendo en cuenta el rendimiento global de azúcares como aporte de la glucosa liberada 
más el de la xilosa. Y al ser el parámetro más significativo por estar relacionado 
directamente con el material que se carga sin pre-tratar se obtuvo en la combinación 
Kirk/P. ostreatus un rendimiento (7,4%) mayor sobre la combinación Mandels/P. ostreatus 
con un valor de 6,9%. 
 
Sustentados en lo anterior se decidió tomar la primera combinación. Adicionalmente para 
apoyar  esta discusión el medio de cultivo Kirk ha sido ampliamente reportado por poseer 
una relación de nutrientes adecuados para la deslignificación biológica (Cardona et al., 
2009).  
 
Si se compara el pre-tratamiento biológico con el de agua caliente, se pueden obtener 
resultados similares a los obtenidos  con agua caliente a temperaturas entre 146 y 160° C, 
con la ventaja de no utilizar una carga energética elevada, sin embargo; para un análisis 
más exhaustivo se debe tener en cuenta la productividad del proceso. 
 
4.4.3 Ensayo variando la relación C/N 
 
4.4.3.1 Caracterización del material pre-tratado 
 
El porcentaje de recuperación para este ensayo varió de un 66.2 a un 71.3%, el porcentaje 
de cenizas se incremento en la cuarta semana de un 2 a un 3.6% y como era de esperarse 
la celulosa y hemicelulosa se concentraron de una semana a la otra con la respectiva 
compensación del incremento en el grado de deslignificación (Tabla 4-13). 
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Tabla 4-13 Porcentaje de recuperación y composición del material pre-tratado variando la relación C/N 
 
 
• Grado de deslignificación 
 
Como se observa en la Figura 4-11 después de la tercera y cuarta semana de pre-
tratamiento con la relación propia (64,3) de C/N del material, se alcanzó un grado de 
deslignificación del 28.7% y 32.3% respectivamente, valor semejante al obtenido cuando 
el medio de cultivo se suplemento con 10g/L de glucosa (relación C/N de 67,3) 28.0 y 
32.6, respectivamente. Mientras que el resultado obtenido para la relación intermedia 
(65,9) alcanzó valores de deslignificación inferiores a las otras dos relaciones; por tanto 
este parámetro por ahora indica que para obtener el mismo grado de deslignificación no 
es necesario suplementar el medio de cultivo con adición de fuente de carbono, ya que la 
relación intrínseca que tiene el material es suficiente; además si se observa la Tabla 4-12 
el porcentaje de celulosa disponible en el material pre-tratado es superior para la relación 
C/N propia en 2 unidades (tercera semana de tratamiento) y 4.62 unidades (cuarta 
semana de tratamiento)  convertidas a glucosa disponible en comparación con las otras 
dos relaciones respectivamente, lo que de nuevo ratifica la no necesidad de variar la 
relación C/N, en cuanto al grado de deslignificación. 
 
Figura 4-11 Lignina residual en función del tiempo 
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4.4.3.2 Porcentaje de sacarificación 
 
En la Figura 4-11 se observa que el porcentaje de sacarificación en la hidrólisis 
enzimática respecto a la glucosa (g de glucosa liberados en la HE/g de glucosa potencial 
en la fibra pre-tratada) alcanzan valores de 13.5 15.7 y 17.9% a la cuarta semana de 
tratamiento, mientras que para el control se alcanza un 4.6%. A medida que aumenta la 
relación C/N se observa un aumento en el porcentaje de sacarificación. 
 
Figura 4-12 Rendimiento de glucosa en la hidrólisis enzimática en función del tiempo 
 
 
4.4.3.3 Rendimiento de glucosa y xilosa 
 
Al evaluar el parámetro correspondiente al rendimiento de glucosa (Figura 4-12) y xilosa 
(Figura 4-13) que se expresa como los gramos de glucosa o xilosa liberados en la HE/100 
g de materia prima se observa que los valores en las diferentes relaciones C/N, estuvieron 
cercanos en un rango de 5.4 a 5.7% y de 3 a 3.2% respectivamente, después de la cuarta 
semana de tratamiento. Con estos resultados el porcentaje de recuperación vario entre 
valores de 12.2 a 16.7%, mientras que para la xilosa variaron en un 8.9 a un 12.2%.  
 
Comparados estos resultados con el tratamiento de agua caliente en las condiciones de 
temperatura de 146.6 a 160° C (Ensayos 1 al 5) y ensayo 6 correspondiente a las 
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condiciones T=180° C, 3.3 carga de sólidos y 10 min se alcanzan rendimientos 
semejantes de glucosa y xilosa en la hidrólisis enzimática. 
 
Figura 4-13  Rendimiento global de glucosa en función del tiempo para las diferentes relaciones C/N 
 
 
 
Figura 4-14  Rendimiento global de xilosa en función del tiempo para las diferentes relaciones C/N 
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4.4.3.4 Rendimiento global de azúcares fermentables 
 
El rendimiento global de azúcares fermentables (glucosa + xilosa) se contempló como el 
parámetro principal para evaluar el ensayo, Figura 4-14. Con este se encontró un 
rendimiento máximo de 8.9 g de azúcares/100 de materia prima con un porcentaje de 
recuperación correspondiente del 5.3% para la relación C/N que se suplementó con 
mayor cantidad de glucosa. Sin embargo, para la relación propia del material los valores 
estuvieron en un 8.5 g de azúcares/100 g de materia prima para una recuperación del 
5.1%. Con este resultado nuevamente se corrobora que la adición de una fuente de 
carbono como suplemento, no sería necesaria para llevar a cabo el pre-tratamiento.  
 
Figura 4-15 Rendimiento global de azúcares en función del tiempo 
 
 
4.5 Combinación de pre-tratamiento agua caliente con 
biológico 
 
La combinación del punto estimado encontrado en el ítem 4.3.6 utilizando el material 
previamente tratado biológicamente con el hongo P. ostreatus en medio Kirk  a la cuarta 
semana y sin adición de fuente de carbono, se llevó a cabo para evaluar el rendimiento 
global de azúcares. A continuación se presentan los resultados obtenidos: 
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Como se observa en la Tabla 4-14 se pretrato material original como control y material 
previamente tratado biológicamente con la combinación del punto máximo de 211° C, 3.3 
g/100 mL de solución y 1.6 min. El porcentaje de sólidos solubles y el pH fueron 
semejantes para los dos materiales; se observó diferencia en el porcentaje de recuperación 
gravimétrica donde se obtuvo un 10% más de recuperación para el material pre-tratado 
biológicamente. En cuanto al contenido de lignina se observa que el material pre-tratado 
biológicamente presentó un porcentaje menor debido a que el material ingresa al 
tratamiento previamente deslignificado por parte del hongo P. ostreatus, lo que a su vez se 
corresponde con el contenido de celulosa (40,4%) siete unidades por encima del reportado 
para el material original. 
 
Tabla 4-14 Caracterización del material original y el material pre-tratado con la combinación (biológico 
más agua caliente) en el punto máximo 
 
 
En cuanto al porcentaje de sacarificación alcanzado se observa en la Tabla 4-15 que para 
el material previamente pre-tratado se alcanzó un valor quince veces superior que con el 
material original, debido esto principalmente a que el material pre-tratado previamente 
ya ha logrado un grado de deslignificación donde deja a mayor disposición la celulosa y 
por ende la glucosa potencial. En cuanto al rendimiento de glucosa y xilosa se obtuvo una 
recuperación del 47.7% y 82.9% respectivamente, para el pre-tratado biológicamente 
contra una recuperación del 36.1% y 63% para el material original. En conclusión con la 
combinación de los dos pre-tratamientos se obtiene una recuperación del 62.9% de los 
azúcares fermentables contra un 47.8% cuando se utiliza solamente el tratamiento con 
agua caliente. Finalmente se alcanzó el valor predicho por la superficie de respuesta: 28.9 
gramos de azúcares/100 de materia prima para el caso del material sin pre-tratar 
biológicamente y se supero este valor en nueve unidades aproximadamente al tratarse 
previamente la fibra prensada con el hongo con P. ostreatus. 
 
Material
Recuperacion 
(%)
Sólidos 
insolubles 
(%)
Sólidos 
solubles (%)
pH
Lignina 
(%)
Cenizas 
(%)
Celulosa 
(%)
Hemicelulosa 
(%)
Original 67,9 1,8 0,9 3,4 52,6 4,4 33,3 4,7
Pre-tratado 
biologicamente
80,1 1,5 0,9 3,5 43,3 4,1 40,4 2,9
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Tabla 4-15 Porcentaje de sacarificación, rendimiento de glucosa y xilosa, rendimiento global de azúcares 
para el pre-tratamiento en combinación o no en el punto óptimo 
Material 
Porcentaje de 
sacarificación (g 
glucosa HE/g 
glucosa potencial 
en la fibra pre-
tratada) 
Rendimiento 
glucosa (g 
glucosa/100 g 
de materia 
prima) 
Rendimiento 
xilosa (g 
xilosa/100 g 
de materia 
prima) 
Rendimiento 
azúcares 
fermentables (g 
azúcares/100 g 
de materia 
prima) 
Original 40,8 12,3 16,4 28,7 
Pre-tratado 
biológicamente 55,4 16,3 21,4 37,8 
 
En cuanto al análisis de inhibidores se encontraron valores semejantes para los dos 
materiales con 2,4 g (material original) y 3 g (combinación de pre-tratamientos) de 
inhibidor/100 de materia prima, donde los compuestos detectados fueron principalmente 
ácido acético y 5-hidroximetilfurfural, no se encontró presencia de los compuestos 
fenólicos. 
 
En la literatura revisada no se tiene referencia de la aplicación de estos tratamientos a 
este tipo de residuos. Solamente Abdul et al., 2002 reportan porcentajes de conversión de 
fibra prensada de palma en peso seco aplicando pre-tratamientos de blanqueamiento y 
alcalinos comparándolos con el material sin ningún tipo de tratamiento Los resultados 
fueron para la xilosa de 23.9%, 9.3% y 22.3% y para la glucosa de 18%, 45.2% y 27.8% 
respectivamente.  
 
Los resultados hallados en el presente trabajo ratifican el potencial de este residuo para la 
producción de azúcares fermentables aplicando la combinación de dos pre-tratamientos: 
uno biológico seguido por otro con agua caliente, los cuales presentan ventajas 
interesantes desde el punto de vista ambiental y económico. 
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5. CONCLUSIONES 
 
• La fracción correspondiente a la hemicelulosa (26%) hace de este residuo, un material 
interesante para la producción de productos como el xilitol o furfural. 
• La fibra prensada de palma presenta un contenido total de 60% (peso seco) de 
carbohidratos, lo que lo hace un sustrato adecuado para la producción de azúcares 
fermentables. 
• En el pre-tratamiento de agua caliente se logra recuperar un 30% de la glucosa y un 
64% de la xilosa respecto a la materia prima, para las condiciones de 200° C, 5 % de 
carga y 5 min de reacción. 
• Los líquidos de pre-tratamiento después de someter el material al agua caliente se 
caracterizaron en cuanto a su contenido de inhibidores de crecimiento de 
microorganismos encontrándose que: el ácido acético vario en un intervalo de 0.5 a 7.4 
g de inhibidor/100 g de materia prima; para los derivados del furano de 0.1 a 0.8 g de 
inhibidor/100 g de materia prima, rescatando además que estos se producen cuando se 
supera la temperatura de 180° C solamente y para los compuestos fenólicos de 0.2 a 0.5 
% sobre la misma base. 
• En el pre-tratamiento de agua caliente aplicado a la fibra prensada se presentó una 
incidencia significativa de la temperatura sobre los otros dos factores analizados: 
tiempo y carga. 
• Maximizando el diseño experimental de superficie de respuesta se encontró un punto 
máximo de rendimiento global de los azúcares fermentables (28.9 gramos de 
glucosa+xilosa/100 gramos de materia prima) a las condiciones de 211.8° C, carga de 
3.3 y un tiempo de 1.6 min. 
• En el pre-tratamiento biológico se logro un mayor grado de deslignificación (34.6%) 
con el hongo P. ostreatus en medio de cultivo Mandels a la cuarta semana de 
tratamiento en fermentación en estado sólido, sobre las otras tres combinaciones del 
mismo hongo en medio Kirk y del hongo P. chrysosporium en los dos medios de cultivos 
evaluados. 
• Considerando el tratamiento biológico como un todo se encontró que la combinación 
P. ostreatus en medio Kirk es la mejor opción para tratar la fibra prensada de palma 
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reportándose valores de rendimiento global de azúcares de 7.4 gramos de azúcares 
fermentables/100 gramos de materia prima en contraste con un 1.67% del material sin 
pre-tratar. 
• Cabe resaltar que al tratar el material biológicamente, se encuentran rendimientos 
semejantes que al tratarlo con agua caliente a una condición de temperatura 146 a 
160° C, lo que desde el punto de vista energético es interesante porque el tratamiento 
biológico tan solo se realiza a 30° C. Además no produciría elementos inhibidores en 
una fermentación lo que si se genera con el incremento de temperatura y la posterior 
degradación de las fracciones hemicelulosicas y/o celulósicas. 
• No se encontraron diferencias significativas cuando el medio de cultivo Kirk se 
suplementó con fuente de carbono, variando la relación C/N intrínseca del material. 
Por tanto se decidió trabajar con el material sin adición de glucosa. 
• La combinación del material pre-tratado biológicamente por el hongo P. ostreatus en 
medio de cultivo Kirk por cuatro semanas con el punto máximo encontrado con el pre-
tratamiento con agua caliente (211.8° C, carga de 3.3 y un tiempo de 1.6 min) mejora 
el rendimiento global de azúcares fermentables: 
En 9 unidades sobre el tratamiento térmico, 
En 30.4 unidades sobre tratamiento biológico y 
En 36 unidades sobre el material sin pre-tratamiento.  
Lo cual ratifica el potencial de este residuo de la industria de palma de aceite aplicando 
la combinación de estos dos tratamientos que presentan ventajas importantes sobre un 
impacto ambiental del proceso y sobre una evaluación económica del mismo 
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6. RECOMENDACIONES 
 
Para futuras investigaciones relacionadas con el tema se recomienda: 
 
Para el pre-tratamiento con agua caliente: 
 
• Realizar ensayos donde no se varié la carga de los sólidos ya que se identificó que 
esta variable no es significativa en el proceso. 
• Ampliar el intervalo de temperaturas y tiempos para el pre-tratamiento con agua 
caliente. 
• Se sugiere estudiar alternativas para acortar el tiempo de calentamineto del 
sistema 
 
Para los inhibidores de fermentación identificados: 
• En cuanto al análisis de los inhibidores de crecimiento de microorganismos se 
recomienda realizar un análisis de fermentabilidad teniendo en cuenta el slurry en 
cuanto a cinéticas de crecimientos vs formación de producto. 
 
Para la hidrólisis enzimática: 
• Evaluar otras enzimas comerciales disponibles en el mercado. 
• Aumentar la carga de sólidos en la hidrólisis enzimática 
 
Para la combinación de los pre-tratamientos: 
• En cuanto al análisis estadístico realizado optimizando múltiples respuestas: 
maximizando glucosa y minimizando inhibidores, probar el punto óptimo 
encontrado. 
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Anexo I Determinación de lignina y carbohidratos 
estructurales (NREL)
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Anexo II Ficha técnica Celluclast® 1.5L 
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Anexo III Ficha técnica NS50010 
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Anexo IV Determinación de azúcares reductores 
(Método DNS) 
 
Los azucares que poseen extremos carbonilos fácilmente oxidables (azúcares reductores) 
reaccionan con el ácido 3,5 dinitrosalicílico, produciendo el correspondiente ácido derivado del 
azúcar y ácido 3,5 amino-nitrosalisílico, de color naranja rojizo. La densidad óptica del color 
producido es directamente proporcional a la cantidad de azúcares reductores en solución. 
Para la determinación de azúcares reductores por este método se sigue un protocolo establecido 
para la preparación del reactivo y la posterior construcción de una curva de calibración con una 
solución patrón de glucosa con concentraciones diferentes conocidas. 
• Reactivos  
 
Mezclar:  Agua destilada    1416 mL 
  Ácido 3,5 dinitrosalicilico  10.6 g 
  NaOH     19.8 g 
 
Luego acidionar y disolver: 
 
  Sal Rochelle (tartrato de Na-K) 306 g 
  Fenol (fundido a 50° C)  7.6 mL 
  Metabisulfito de sodio  8.3 g 
 
Solución patrón de glucosa (Solución I) 
 
Disolver 100 mg de glucosa en agua destilada y llevar a volumen en un balón aforado de 
100 mL 
 
• Curva de calibración azúcares reductores 
 
- Con una hora de anterioridad prender el espectrofotómetro. 
- Prepara 5 tubos de ensayo, numerarlos y colocar en cada uno de ellos una concentración 
diferente de la solución I, de acuerdo a los volúmenes reportados en la Tabla 1 
 
Tabla 1. Concentraciones para la curva de calibración de azúcares reductores 
- DILUCIÓN - Blanco - 1 - 2 - 3 - 4 - 5 
- Volumen de solución I (mL) - 0 - 0,1 - 0,2 - 0,3 - 0,4 - 0,5 
- Volumen de agua (mL) - 0,5 - 0,4 - 0,3 - 0,2 - 0,1 - 0 
- Concentración de glucosa (g/L) - 0 - 0,2 - 0,4 - 0,6 - 0,8 - 1,0 
 
- Tomar 0,5 mL de las soluciones preparadas anteriormente en 5 tubos de ensayo diferentes y 
adicionar 3 mL de solución de DNS preparada anteriormente 
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- Agitar en vortex brevemente y calentar en baño de agua en ebullición durante 10 minutos 
- Transcurridos los 10 minutos transferir inmediatamente a un baño de agua-hielo para detener 
la reacción rápidamente 
- Adicionar a cada tubo de ensayo agua destilada, agitar y dejar reposar por 5 minutos 
- Leer la densidad óptica de cada tubo de ensayo en el espectrofotómetro a una longitud de 
onda de 540 nm 
 
• Graficar la concentración de glucosa (g/L) en función de la densidad óptica 
(absorbancia), la cual será la curva de calibración para azúcares reductores 
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Anexo V Análisis elemental 
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Anexo VI Análisis estadístico 
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